Estudio citolégico y experimental
de Leplosphaeria Cavanillesii, nov. sp.,

por

M. J. de Urries @

1) PARTE DESCRIPTIVA
A) ANTEOCEDENTES.

El género Leptosphaeria, aun en las publicaciones mis recientes, ocupa
una posicion incierta y se duda de sf todas las formas, que tan fdcilmente se
pueden incluir en este género entendido al modo clasico (Syll. Fung.), estdn
relacionadas entre si, o i se trata de un mero fendmeno de convergencia entre
especies de significacién sistematica muy diferente.

El Prof. Comara (1932) lo descompone en loa cuatro sigunientes:

Leptosphaeria Ces, et de Not.
Leptosphaerella Sacc.
Dendroleptosphaeria, nov.
Lopholeptosphaeria, nov.

No es sélo de ahora el problema del género Leptosphaeria. Establecido
por Cesati y de Notaris (1863), comprendia tanto especies con esporas hialinas
como con esporas coloreadas. Saccardo (1883) establecid el género Metasphaeria
para las especies con esporas hialinas.

V. Hihnel (1918 @), en un trabajo que dedica al género Leplosphaeria, se
ocupa de una abundante sinonimia del mismo (cuestién en que no quiero
entrar) y sefiala su cardcter mixto. Distingue un grupo de especles de natura-
leza esferidcea, que pasa &l género Nodulosphaeria Rab. (1858), y otro grupo
de naturaleza dotidedcea, que comprende, entre otras, la especie tipo del
género Leptosphaeria. )

Por tanto, Leplosphaeria auct., se descompone en:

Nodulosphaeria Rab. (esferidceo).
Leptosphaeria Ces. et de Not. (dotidedcdo).

(1) Trabajo realizado en ¢l Laboratorio de Micologia del Jardin Boténico de Madrld.
21
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En otra publicacion (Von Héhnel 1918 b), establecio el génere Scleropleella
(Pseudosferidceo), en el que incluye algunas formas tenidas anteriormente
por Leptosphaerta.

Aiiade en su trabajo que la mayoria de las genuinas especies de Leptos-
phaeria (dotidedceo), tienen fructificaciones (que él llama dotitecios) sin rastro
de estroma y que parecen auténticas peritecas. Otras son cespitosas y aun
reunidas por un estroma comun. Como se ve, V. H. tenia una idea de los
Dotidedceos muy distinta de la corriente.

La filiacién del género Leplosphaeria es un problema que se relaciona con
una de las cuestiones més debatidas en la interpretacion del clasico grupo de
los Pirenomicetos.

Desde que V. Hohnel establece (1907) su familia de los Pseudosferidceos, se
inicia, por un numeroso grupo de investigadores, estudios anatémicos, de
resulta de los cuales se sucede un ininterrumpido trasiego de especies y géne-
ros anteriormente considerados como Esferidceos o Dotidesceos.

Aunque hoy dia, como consecuencia de los trabajos & que me he referido,
el conocimiento de estas formas ha adelantado extraordinariamente, pero aun
continia siendo tema de comentario y controversia, en todas las revistas espe-
cializadas, 1a naturaleza dotideal, esferial o pseudoesferial de determinadas
especies. (Véase p. ej. Miller and Gw. Buston, 1943; o Petrak, 1936 y 1940).

En 1907, V. Hohnel (loc. cit.) establecio la familia Pseudosferidceos, con los
géneros Wettstenina y Pseudosphaeria, caracterizada como sigue: «Stromata
klein, eingewachsen, perithezium-tihnlich, mit mehreren nebeneinander ste-
henden Lokuli, die je einen Askus enthalten». Se trata, pues, de hongos de
aspecto de EsferiAceos, pero cuyas ascas estan separadas entre si por tabigues
celulares. Lo que parece periteca es, en realidad, un eatroma con varios
loculos uniasciferos. El parecido con los Esferidceos se acentiia porque los
l6culos son pequefios, estin muy juntos unos de otros, y sélo estdn separados
por una o pocas capas celulares; por lo que, al madurar las ascas, por gelifica-
cion de estas células, pueden fusionarse en parte los l6culos.

A estos dos géneros primeros, afiadid, en diversas publicaciones, otros mas,
entre ellos el ya citado Scleropleelia (1918).

Las relaciones y diferencias con los Dotideales, puede decirse que las
concibe asi (1909):

Pseudosferiaceos V. H.: Estromas con loculos uniasciferos.

Dotideaceos: Estromas con loculos poliasciferos.

Petrak (1923) supone que, en opinién de V. H., los Pseudosferidceos y los
Ksferidceos, formarian dos series paralelas con relaciones mutuas laterales.

Pero a mi me parecen bien claras, a este respecto, las lineas que copio de
un trabajo del fundador de los Psendosferidceos (V. H. 1918¢, p. 166), en el que
polemiza con Theissen (polémica que no habia de terminar hasta la muerte de
esteultimo): .

¢.... diirfen zu den Pseudosphaeriaceen nur solche Gattungen gestellt
worden, welche als Anfangsglieder einer Reihe betrachtet werden kinnen,
die zu den Sphaeriaceen fiihren».

Theissen (1916) tiene el acierto de sefialar una diferencia esencial entre
dos formaciones a veces muy parecilas; idea fundamental para comprender
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las verdaderas relaciones de los Pseudosferiales y de los Ascomicetos en
general; me refiero al problema de los paraﬁsos

Theissen da una norma para distinguir entre «parafisos verdaderos» y lo
que ¢l llama «fibras intertecales parafisoides», & veces muy dificiles de dife-
renciar de los primeros en fructificaciones maduras. Los parafisos verdaderos,
segun él, tienen el extremo libre; las fibras parafisoides no tienen tal extremo
libre y se continuan con la parte superior de la fructificacién.

Un poco después, este mismo investigador (1918), comunica que casi todos
los Dotidedceos tienen ¢micleo» psendopsferidceo; es decir, sus léculos no son
poliasciferos, como pretendia V. H., sino que cada uno est4 formado a su vez
por un conjunto de léculos uniasciferos.

Separados asi por Theissen los Pseudosferidceos de los Esferidceos, por la
posesién de parafisoides o parafisos verdaderos, respectivamente, resta consi-
derar su punto de vista respecto a las relaciones entre Pseudosferidceos y
Dotidedceos, ambos de estructura andloga (nucleo pseudosferidceo).

En un trabajo en colaboracién (Th. y Syd., 1918), declara que estos dos
grupos (en tal trabajo considerados como érdenes) de Dotideales y Pseudosfe-
riales, se comportan, respectivamente, como los Esferiéceos «simplices» res-
pecto de los «compositas.

Por ese mismo tiempo ain escribe V. H. (1918, pag. 82):

«Dieses Verwachsonsein der Enden der Paraphysenmit dem Deckengewebe
scheint von Theissen als ein Beweis dafiir angesehen zu werden, dass es sich
nicht um Paraphysen handelt. Das ist aber unrichtig denn wahrscheinlich
alle Paraphysen sind anfiinglich oben angewachsen».

Petrak, en un muy documentado trabajo (1923), expone su idea acerca de
esta cuestion. Entre otras, estudia varias especies de Leptosphaeria, y encuen-
tra que tales formas pueden ordenarse, atendiendo a detalles de su estructura,
en una serie, uno do cuyos extremos corresponde a especies pseudosferiales,
que V. H. colocéd en el género Scloropleella; el otro extremo estd representado
por especies <esferiales genuinas». Lo mismo ocurre con otros géntros. En el
mismo trabaja distingue cuatro grados de diferenciacion estructural de las
peritecas (1),

Este modo de interpretar los Psendosferidceos como un conjunto de formas
sencillas, relacionadas més directamente con otros géneros de Esferidceos que
entre si, ha dado motivo para que se atribuya a Petrak (Nannfeldt, por ejem-
ple), como a V. Hohnel, la idea dificilmente explicable de hacer derivar las
formas con «verdaderos parafisos» (con extremos libres desde su aparicion) de
otras formas con fibras parafisoides (con extremos soldados a la parte superior
de la fructificacién).

Yo no dedugco eso de sus trabajos, y me parece muy importante en relacién
con esto lo gque escribe (loe, cit., p. 65):

«Die sphaerialen Gattungen nach den Baue ihres Nukleus vorliufig auf
zwei prinzipiell verschiedene Entwicklungsreihen verteilen, velche streng
ausseinander gehalten werden miissen», Una de estas series corresponde a las

(1) Remito al lector a tan importante trabajo para los detalles del mismo.
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formas con nucleo pseudosferial; & la otra pertenecen todos los géneros con
niicleo diaporteo.

En lo que si esté4 poco afortunado Petrak, es en reunir, dentro de un mismo
grupo (Esferidceos), géneros que pertenecen a dos series ¢prinzipiell.verschie-
dene», que para decirlo también con sus mismas palabras, ¢streng ausseinau-
der gehalten werden miissens.

En escritos posteriores (1936, p. 48), sin embargo, habla de series evolutivas:
«serie dotideal» y «serie esferial».

Tampoco tiene fortuna en los nombres con que designa las distintas cate-
gorias de parafisos, que creo de utilidad reproducir.

Tipo dotideal o pseudosferial:

1.° Sin parafisos, el tejido parenquimatico del nicleo sufre histolisis
mucllaginosa,

2.* Parafisos, mAs 0 menos fibrosocelulares, formados por células del tejido
parenquimatico central comprimidas. A estas formas primitivas de parafisos,
llama Parafisotdes.

8.° Parafisos mas o menos fuertes y ramificados, no gelificables, soldados
arriba con la membrana peritecal. :

Typo diaporteo:

1.° Sin pseudoparafisos

2.° Pseudoparafisos articulados, anchos, muy gelificables.

8.° Pseudoparafisos generalmente no articulados, delgados, no gelifica-
bles, no soldados arriba a la membrana de 1a periteca. A estos llama Melafisos.

Notese como los parafisos verdaderos son para Petrak exactamente lo
contrario que para Theissen y, con dste, casi todos los demés investigadores.
Esto ha sido, en muchos casos, motivo de confusién bien explicable. Lo mismo
ocurre con el término parafisoide, ya empleado antes en otro sentido.

Miller (1928) seifiala las tres caracteristicas de los Ksferidceos que deduce de
sus propias investigaciones en este grupo:

1.° Existencia de pared peritecal genuina.
2.° Existencia de poro genuino revestido de perifisos.
8.° Existencia de verdaderos (es decir, libres en el extremo) parafisos.

Nannfeldt (1932), por iltimo, a la vista de los resultados obtenidos por
anteriores investigadores, acertadamente distingue en los Eu ascomicetos,
aparte los Plectascales, dos grandes grupos, que corresponden a los dos tipos
estructurales fundamentalmerte distintos, y, por tanto, a los dos tipos princi-
pales de «parafisos» que ya habia distinguido Theissen: °

Ascoloculares (Nannfeldt): con ascas alojadas en léculoes.
Ascohimeniales (Nannfeldt): con ascas, formando con los parafisos un
himenio auténtico.
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Estas ideas son compartidas por la mayor parte de los autores modernos;
pero, si parece que se ha llegado a una situacién mas estable, quedan ain
muchos puntos por aclarar,

Bessey (1935), por ejemplo, coloca la familia Pleosporaceae dentro del orden
Sphaeriales y no entre los Pseudosphaeriales; cree que no-esta suficientemente
justificada su inclusién en los Pgeudosferiales de Theissen y Sydow o Asco-
loculares de Nannfeldt, mientras no se conozca mejor su ontogenia (1).

Refiriéndose este mismo autor a las especies de Leptosphaeria con parafisos
delgados, como los demas micélogos modernos, dice que uo los considera como
formas intermedias entre Esferiales y Pseudospheriales, por el origen diatinto
de los parafisos en uno y otro caso.

Cuando trata del orden Pseudosphaeriales y ha descrito su estructura, se
expresa &si (p. 209):

«Careful jnvestigation has shown that many epecies formerly assigned to
the genera Pleospora and Leptosphaeria (Family Pleosporaceae, Order Sphae-
riales) have the foregoing structure, hence must be transferred to this orders,
y afiade: :

«Just how far this may apply to the many remaining species of those and
other genera can be determined only by careful study of the development of
the young perithecia».

Es esta, por lo tanto, una cuestién que debe resolverse en cada caso, y de
ahi el interds que sigue teniendo el estudio citolégico y anatémico del desarro-
llo de la fructificacién en una especie de Leptosphaeria.

B) TRABAJO ORIGINAL.
a) Técnica seguida.

Cuando estaba estudiando la germinacidn de las esperas de T'r. Azarae (2),
en una de las gotas pendientes que contenia una suspension de esporas de este
hongo, procedentes del «chafado» de una porcién de apotecto, noté la presen-
cia de alguna espora de caracteristicas muy diferentes a las de las demas.
Examinado luego el material de que disponia, encontré en una ramita de la
planta matriz (Lavandula sp.) una sola periteca correspondiente al género
Leplosphaeria, cuyas esporas coincidian con las de la gota contaminada. Estas
esporas han sido el punto de partida de una serie de cultivos.

Como quiera que la periteca estaba ya abierta, por ser manifiestamente
vieja, no pude evitar que los primeros cultivos aparecieran fuertemente con-
taminados por bacterias. La primera tarea fué, por tanto, la de conseguir el
cultivo puro.

Logré un primer paso en la purificacion, aislando por medio de mi aparato
(J. de Urries, 1945) distintas ascosporas. Estas, sujetas atin a la microaguja,
fueron lavadas repetidas veces en agua vsterilizada; cosa que consegui mojan-
do el extremo de la microaguja en varias gotas pendientes preparadas en
cubres, que iba colocando sucesivamente sobre el anillo de vidrio de la camara

(1) Véase, de todos modos, 10 que dice un poco mas adelante.
(2) Véase . de Urries, 1932,
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de aislamiento. En muchas ocasiones las esporas sufrian los sucesivos «lavados»
sin soltarse de la aguja. En otros cagos la operacion se hizo maés dificil, pues
al desprenderse lu espora, habia que tratar de «pescarla» de nuevo, operacion
no facil en estas condiciones por efecto de la tensidn superficial.

La pureza de los cyltivos obtenidos, a partir de esporas asi tratadas, no fué
absoluta, sin duda porque, a pesar de los repetidos lavados, debié quedar
siempre alguna bacteria pegada a su membrana.

El cultivo puro lo consegui luego sembrando las ascosporas, obtenidas a
partir de estos primeros cultivos, en un medio &cido (Ph = 5), que impidié el
desarrollo bacteriano sin inhibir por completo el crecimiento del hongo.

De estas colonias puras obtuve sucesivos subcultivos.

Los medios de cultivo empleados ya, serdan mencionados en la parte experi-
mental de este trabajo.

Para el estudio citolégico de la formacién de la periteca, utilicé colonias
crecidas en agar-extracto de malta (agar 1,5 ¢/y), preparado a hase de «<Eumalt
fluido» de la firma Andreu Lloberes, calculada (1) para una concentracion
del 2 al 39/,.

Trozos de estas colonias, junto con el agar que las contenia, fueron fijados
y tratados ulteriormente hasta su inclusion en parafina.

Los fijadores que empleé, fueron: el alcohol-acético de Carnoy y el picro-
formol de Bouin, los dos ficiles de preparar en las actuales circunstancias.

Ante el temor de que guedara demasiado duro y frigil el agar, empleé
primeramente, como liquido intermediario, el aceite de cedro espeso; pero
lnego pude comprobar que una estancia moderada en el benzol, no les perju-
dicaba, y utilicé este liguido, mucho més barato y asequible.

Los cortes obtenidos en serie fueron de 4-10y. de espesor, segun los casos,

Teiii con la hematoxilina férrica (Heidenhain) y también, para estudios
anatémicos, con azul algodon.

Los cortes tefiidos por este ultimo colorante, los lavé directamente con
alcohol de 96°; de este modo evité el desteiiido que, inevitablemente, se pro-
ducia cuando los lavaba en agua o en alcohol de baja graduacion. Las prepa-
raciones ast tratadas, conservan integra su coloracion azul después de monta-
das en balsamo (2).

Con objeto de preparar ascas integras (en los cortes, debido a circunstan-
cias anormales a que luego me referiré, las ascas apelotonadas, rarisimas
veces aparecen enteras), procedi del siguiente modo: De una gota de agar,
que contiene una suspension de elementos procedentes del chafado de una
periteca, se aisla el asca (o cualquier otro elemento) con ayuda de mi aparato,
utilizando, para ello, aguja gruesa (3). Rapidamente se traslada esta asca a
un cubre con una pequeiia gota de agua. Sobre esta gota se echa el fijador y
luego se trata por el método éter celoidina (Hiittig, 1931), con lo que gueda en
disposicion de tefiirse (Hematoxilina) y sufrir ulteriores tratamientos.

(1) Segin me comunicé el propio Dr. Andreu, su <Eumalt fliidos tiene cosa de un 18 %/, de
agua en relacion al extracto seco.

(2) Algunas preparaciones ya llevan cuatro afios inalteradas

(3) La seccion de la misma, en su extremo, debe tener un diametro aproximadamente
igual a la longitud del asca.
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b) Resultados obtenidos.

Germinacion de la espora.——Como primera manifestacién, se ad-
vierte un proceso de absorcién de agua, durante el cual la espora
aumenta de volumen distendiendo su membrana por efecto de la pre-
sion interna; los tabiques transversales, en cambio, como facilmente se
comprende que sea asi, teniendo en cuenta el modo de actuar dicha
presion, no aumentan pricticamente de tamafio; esto determina una
acusada estrangulacion de la espora a nivel de los mismos, y, por
tanto, su aspecto queda notablemente modificado. '

Como ya llevo observado repetidas veces en otras experiencias de
germinacién, para que la imbibicién protoplésmica se realice, es nece-
saria la vitalidad de la espora; en el caso de haber perdido la capacidad
germinativa, bien por edad o por haber muerto a consecuencia de una
temperatura excesiva, etc., no hay tal imbibicién.

La salida de los tubos germinativos se consigue por rotura del
-exosporio mediante una grieta irregular. El proceso comienza normal-
mente en las células extremas, lo que es comprensible, ya que son las
porciones de més reciente formacién y con tegumento més delgado;
luego las cuatro células de la espora han producido sendos tubos germi-
nativos. Estos son al principio eontinuos, o con tabiques apenas percep-
tibles, y con varios nicleos pequefiisimos; luego todas sus células
terminan por ser uninucleadas. .

El micelio.—La colonia es blanca, ligeramente ocracea en los cul-
tivos viejos; tiene estructura fibroso-radiada, mejor acusada en los
bordes que hacia el centro, donde por entrelazamiento de las hifas se
origina un fieltro plectenguimético. Un corte transversal del micelio,
dado por el centro de la colonia, permite distinguir (foto 1) los cuatro
estratos siguientes, de los que uno corresponde al llamado estrato
medio y los otros al estrato profundo de los auntores.

De fuera a dentro son:

Estrato primero: El micelio tiene aqui estructura compacta y estd
constituido por hifas hialinas, de unas 3-4 p de anchura, casi desprovis-
tas de contenido protopldsmico, de curso sinuoso y densamente entre-
tejidas, aunque no llegan a constituir una formacién cerrada. En caso
de haber bacterias, estas forman aqui nédulos, especialmente dentro
de ciertas hifas hipertrofiadas.

Estrato segundo: Suele ser el de mayor espesor; la red hifosa es
aqui de mallas amplias. Las hifas tienen igual estructura y dimen-
siones que las del estrato anterior; es decir, pobres en protoplasma,
reducido éste a unas bridas que enlazan el micleo con una estrecha
capa contigua a la membrana celular. Como se aprecia en la figura 1,
los tabiques transversales de estas hifas estdn perforados. En ciertas
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preparaciones con hematoxilina, ésta tifie mas intensamente la pared
del canal y, sobre todo, un anillo que a modo de refuerzo aparece en
ambos extremos del mismo. Estos anillos se aprecian, generalmente,
en seccién 6ptica, como dos cortos trazos paralelos.

Estrato tercero: En el limite inferior del estrato segundo, el micelio
vuelve a hacerse compacto; las hifas que lo constituyen tienen proto-
plasma denso, con escasas vacuolas, y se tifien muy bien por los
colorantes.

Estrato cuarto: Aqui las hifas tienen curso casi paralelo y orienta-
cién perpendicular a la superficie, hundiéndose, sin apenas entrela-
zarse, en la profundidad del substrato. Estas hifas, mas delgadas que
las de las capas suprayacentes, muestran un protoplasma abundante y
sin vacuolas; los nicleos estin esparcidos por todo su curso, y los
tabiques son tan tenues que es dificil saber si los artejos son uni o mul-
tinucleados. En muchos casos es esto dltimo lo que sucede, sin duda
por repetidas divisiones nucleares en un rdpido alargamiento del
extremo hifal. '

La fructificacién.—La tinica forma reproductora aparecida en los
cultivos, a pesar de las variadas condiciones en que, durante el curso
de las experiencias, han crecido las colonias, ha sido la ascéfora. Fuera
de ésta, s6lo cahe sefialar que en el micelio viejo las hifas se estran-
gulan a nivel de los tabiques y toman aspectos arrosariados, constitu-
yendo asi una forma de resistencia capaz de reanudar su actividad y
reproducirse cuando se transplantan a un medio reciente (clamidospo-
ras o yemas).

En las preparaviones microscopicas correspondientes a colonias de
ocho a diez dias de edad, cuando las condiciones del cultivo han sido
apropiadas (como se detallard en la parte experimental), empiezan a
verse los primeros esbozos de fructificaciones. En la exposicion del
desarrollo de las mismas, distinguiré las siguientes fases: 1.* Primeros
esbozos. 2.* Diferenciacién del ascogonio. 3.2 Formacién de una cavi-
dad. 4.* Aparicién del centro subostiolar y diferenciacion de las forma-
ciones secundarias. '

1.—Primeros esbozos (figs. 2 a y 2 b).

Una hifa cualquiera, generalmente de las situadas en la region
limitante entre los dos estratos superiores de la colonia, que en el resto
de su curso en nada se diferencia de las demés, se ensancha y su con-
tenido se hace més denso, no presenta vacuolas y se tifie més intensa-
mente que las células contiguas de la misma hifa; es, también, m4s
corta que éstas, de modo que es probable que haya habido ya alguna
division transversal del primitivo artejo. La célula, asi diferenciada, se
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. divide pronto, tanto por tabiques transversales como por otros longitu-
dinales, 0 mds 0 menos oblicuos. No parece seguirse un orden defini-
tivo en estas segmentaciones. Unas veces he visto que el primer tabique
era oblicuo, mientras que en otras (las més) la segmentacién trans-
versal ha sido la primeramente aparecida. Como consecuencia de estas
tabicaciones, pronto, incluso en eshozos muy jévenes, resulta una capa
de células envolviendo a otra u otras centrales.

2.— Diferenciacién de las céIuIa.s: del ascogonio.

Las células centrales se distinguen de las periféricas por su mejor
colorabilidad, tanto de los nicleos como del protoplasma, asi como por
el mayor tamafio y por el mimero de sus nieleos. ‘

En algunos casos, mejor que en otros, se advierte una ordenacion
en espiral de estas células constituyentes del ascogonio.

Es diticil decidir el momento en que comienza la diferenciacién del
ascogonio. En figuras como la 2.*, puede interpretarse la célula binu-
cleada, y con una corta expansién, como la célula madre del ascogonio,
y hasta el apéndice que presenta, sugiere la idea de un esbozo de trico-
gino; pero es muy posible que se trate simplemente de una célula que
da lugar al nacimiento de una hifa vegetativa, de las muchas que en la
fructificacién definitiva la relacionan con el resto del micelio. En la
figura 3.%, que corresponde a un esbozo de 20 p. de didmetro, la célula
madre del ascogonio, en este caso binucleada (en otros las he encon-
trado también con varios nicleos), ha dado lugar, por divisién, a unas
cuantas més, ignalmente binucleadas, cuando menos las més préximas,
que quedan ordenadas segin una espiral mas o menos patente,

Un estado algo més avanzado, es el reproducido en la figura 4.*,
donde el nimero de células multinucleadas centrales es mayor, al paso
que ha desaparecido la diferencia entre estas células y la primeramente
formada o célula madre. Notese, de paso, la mayor afinidad por la
hematoxilina de las gélulas del ascogonio. En las preparaciones en que
1o niicleos de éste estdn diferenciados, se han desteflido los de las célu-
las de la pared. También es diferente el tamafio de los niicleos, algo
mayor en las células del ascogonio.

3.—Formacién de una cavidad y desarrollo de las hifas ascégenas.

En un estado mds avanzado, el esbozo deja de ser macizo, ya que
en la region central del mismo los elementos sufren una degeneracién
probablemente mucilaginosa; se aflojan las relaciones mustuas, y la
cavidad que asf se constituye aparece surcada por células alargadas y
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mas o menos deformadas que han perdido su colorabilidad. En algunos
casos, como el representado en la figura 5.* no se ven ya trazas del
ascogonio; en cambio, destacan del resto por su afinidad para los colo-
rantes, los extremos de hifas ascigenas con niicleos manifiestamente mss
gruesos que los de las células de la corteza, alguna de las cuales tienen
dos nicleos también, que deben interpretarse como el resultado de una
division nuclear, sin que haya tenido atin lugar la divisién celular sub-
siguiente.

4.—Aparicion del centro subostiolar (figs. 10, 12 y 13), (fotos 3 y 4).

No ha terminado la degeneracién de las células centrales del esbozo
(en primordios de unas 50-60 ) cuando tiene lugar en el mismo la
aparicién de lo que voy a llamar «centro subostiolars.

Desde el momento en que aparece este centro, la multiplicacién y
diferenciacion celular esté dirigida y ordenada por él. En ese punto la
actividad celular es mds intensa, sus células tienen un contenido més
denso y se tifien mas intensamente por los colorantes (hematoxilina,
azul algoddén) que el resto.

Este centro ordenador tiene posicién superficial, ya que estd cubierto
por las capas mas externas del eshozo. La divisién celular es alli més
activa y estd principalmente orientada en direccion radial. Al mismo
tiempo que se dividen, experimentan estas células un alargamiento en
sentido centripeto, y en su movimiento de avance van invadiendo la
cavidad del esbozo, rechazando delante de ellas los restos celulares que
se oponen a su paso. La actividad va disminuyendo gradualmente a
uno y otro lado del citado centro; las divisiones se orientan alli en
direccién tangencial, y no hay alargamiento celular.

En virtud de este proéeso, resulta una formacién compuesta de ele-
mentos alargados, ordenados més o menos paralelamente, y que ocupa
la porcién central, el «niicleos, producto directo de la actividad del
centro subostiolar, y una corteza formada por la primitiva corteza de
esbozo, que ha ido creciendo en superficie en virtud de la proliferacién
celular a los lados del centro subostiolar.

Mientras las células de la corteza permanecen unidas entre si, los
elementos del «nicleo», desde un principio separados unos de otros, se
van estrechando en su continuo alargamiento, y por los huecos que .
dejan, avanzan las ascas en sentido ascendente (1). Esta interposicién

(1) Obsérvese que la palabra «ascendentes no es apropiada, sentido «poripetos lo seria
mas, ya que 3610 por pura convencion se considera el poro colocado en la parte superior de la
periteca. En realidad, muchas veces (caso de peritecas hipoéfilas) el poro esta colocado en la
parte mas ba]a de la periteca, aunque sea la mas proxima a la superficie. Lo mismo podria
decirse de la expresion «vertical» aplicada en estas descripciones.
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de las ascas y su ensanchamiento, lleva consigo un aumento de volumen
del conceptaculo, lo que determina una presién sobre las células de la
corteza, y por esta causa aparecen mas 0 menos comprimidas. Mientras
continia este crecimiento, las células de la corteza endurecen su mem-
brana, proceso que avanza desde la base al dpice; por eso suelen tener
membrana algo endurecida y pardusca muchas células corticales,
cuando las préximas al centro de actiyidad y por tanto mds jévenes,
atin son hialinas y de pared delgada.

Queda ain por describir otro producto de la actividad del centro
ordenador; me refiero a la formacion del ostiolo.

Cuando ya la fructificacién muestra una capa de células corticales
bien diferenciada y mds o menos oscurecida, sobreviene un alarga-
miento hacia afuera, y probablemente también una proliferacién de las
células del citado centro subostiolar; este alargamiento determina una
elevacion a modo de pistula en la corteza suprayacente, y finalmente
su ruptura (fig. 11), segin un poro més 0 menos circular. La porcién
de corteza asi elevada constituye la pared del ostiolo. Las células alar-
gadas semejan perifisos.

Una vez logrado esto, toda esta formacién secundaria se gelifica y
fragua en su lugar el canal ostiolar.

Hasta aqui llevo descrito un case que en mis preparaciones ha resul-
tado excepcional. En la mayoria de las fructificaciones, sin embargo,
no se ha formado un sélo centro subostiolar, sino dos o tres (fotos 5-12),
y ain més; hasta seis he contado alguna vez. La aparicién de estos
centros en unos casos ha sido més o menos simultanea, pero he encon-
trado también algunos que comienzan a proliferar cuando la fructifica-
cién tiene ya varios ostiolos formados e incluso ascas con esporas
{foto 8). Todo esto complica sobremanera la estructura de la fructifica-
cion; los distintos sistemas de fibras nacidas en los diferentes centros,
interfieren en su avance, se comprimen y desordenan. Aumenta la difi-
cultad de interpretar estas figuras, la circungtancia de no poder orientar
los cortes a voluntad; el eje o los ejes de tales fructificaciones tienen
una orientacién independiente por completo de sus relaciones con la
superficie del substrato; de ese modo, sélo por casualidad se consiguen
cortes meridianos, y aun en ese caso, suelen encontrarse dentro de la
misma fructificacién elementos de otros sistemas de fibras cortados de
través o0 méds o menos oblicuamente (fig. 13, foto 13).

Las ascas.—Desde que aparecen las hifas ascégenas en las fructifi-
caciones ain muy jovenes, hasta que se inicia la formacién del asca,
no he conseguido seguirles la pista; las figuras son tan confusas en la
base de los concepticulos por las causas antes especificadas, que hacen
imposible formar un juicio seguro. Pero de lo que me he podido asegu-
rar, es que al comenzar la formacién de las ascas, las hifas ascégenas
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han perdido su condicién de hifas independientes. Las preparaciones
hechas disociando fructificaciones en ese estado de desarrollo, demues-
tran que entonces las ascas jévenes y la base de las fibras estdn nnidas
como formando parte de un tejido parenquimdtico comin en la base
del conceptdiculo. Es muy posible, por tanto, que tal tejido sea, en
realidad, un pseudo-parenquima, originado por la tabicacién de las
hifas ascégenas y su intimo entrelazamiento con los extremos inferio-
res de las fibras. - ‘

La figura 7.* ¢ muestra estas intimas relaciones existentes entre las
células de la base del concepticulo, las fibras verticales y las ascas
jévenes.

En algin cago he visto terminar una fibra vertical con una célula
ensanchada y plurinucleada (fig. 7.*d) que formaba parte del paren-
quima basal. Esta figura, de interpretacién problemitica, recuerda las
células sexuales que Arnold dibuja en la base de los parafisos de Sp. le-
portna,

No he encontrado ganchos tipicamente conformados en el origen de
las ascas, pero algunas figuras, como la reproducida en figura 6.*, pue-
den referirse & ellos. No es éste el caso de una hifa libre que se encorva
en su extremo, formando un gancho. Aqui ocurre que una célula, que
parece formar parte del psendoparenquima basal, se estira algo y pro-
duce un apéndice lateral; éste recibe uno de los niicleos resultantes, sin
duda (de todos modos no he encontrado una figura en tal estado), de la
divisién conjugada que debié tener lugar anteriormente. Tal apéndice,
como ocurre con el extremo de los ganchos, se fusiona con la célula
basal del asca, que asi resulta también binucleada.

Una vez esbozada el asca, ripidamente tiene lugar la fusién nuclear
en su interior (son raras las ascas que aparecen en la preparacién con
dos miicleos), y el niicleo diploide ficilmente destaca de los demés por
su tamailo.

Seguidamente el asca inieia su alargamientd, proceso este que debe
ser muy rapido, a juzgar por la escasez de estados intermedios; una vez
terminado, el asca pasa por una fase de reposo. En las preparaciones
con ascas jévenes, llama la atencién el gran nimero de éstas, que han
alcanzado su longitud méxima y siguen uninucleadas. En esta fase
destacan por su colorabilidad del resto de los elementos del concep-
taculo; su nicleo se ha agrandado considerablemente (unas 3,5 p didm.),
ha perdido su homogeneidad (1), y muestra un reticulo mas o menos
coloreable, segtin los casos, y siempre un grueso nucleolo en posicién

(1) He de advertir que, dadas las escasas dimensiones de los micleos en la mayor parte de
las células del hongo, no revelable con mis objetivos a seco, y sin disponer de otros de inmer-
sién al agua, la diferenciacién hubo de hacerse <a 0jos, ¥ no pretendi con etto sino diferenclar
nicleos y protoplasma,
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excéntrica. La membrana nuclear es dificil de diferenciar de la capa
protopldsmica que linda con el nicleo (figs. 7.*a y 7.* b).

Una vez iniciadas las divisiones nuclares dentro del asca, deben
éstas proseguirse rapidamente. No sélo debe ser rapida la sucesién de
las tres primeras divisiones, de las que habrén de resultar los primeros
nicleos de las ocho esporas, sino también una cuarta. En efecto; entre
tantas preparaciones examinadas, sélo por rarisima excepcién he
encontrado ascas con m4s de un niicleo y menos de 16, o con nicleos
en proceso de divisién. En cambio, son relativamente frecuentes en los
cortes las ascas con ocho pares de nicleos dentro de un contenido pro-
toplasmico en el que no se aprecia solucién de continuidad {figs. 8.*a y
8.*b). Asi, pues, incluso antes de fraccionarse el contenido del asca en
ocho esbozos de esporas, los ocho ntcleos ya han sufrido una nueva
divisién. Raras veces se ven esporas jévenes ya delimitadas, binuclea-
das y unicelulares; lo mas {recuente es que estas esporas binucleadas
sean también bicelulares. )

Las esporas jévenes asi formadas, crecen, y también sus nicleos
aumentan de tamafio; & la membrana protopldsmica se va afiadiendo
un exosporio consistente, que adquiere ligero color pardo amarillento.
Ascas con esporas amarillentas, bicelulares y binucleadas, son muy
frecuentes en las preparaciones, y deben corresponder a un periodo de
cierto reposo en su desarrollo (figs. 9.% ¢ y 9.2 d).

La vltima divisién nuclear en la espora va acompafiada de un ligero
alargamiento. Rodeadas como estaban las esporas bicelulares por un
exosporio relativamente consistente, éste debe experimentar, en los
extremos de las mismas, una relajacion de su estructura, meodificaciéon
que se revela por un color més claro de la membrana en dichos puntos.

Una vez constituida ]a espora cuadricelular, crece algo en anchura,
al paso que su exosporio termina su «esclerificacién» y oscurecimiento,
y cubre su superficie de pequefias granulaciones densamente esparcidas
. (figs. 9.*g y 9.* k). También prosiguen su esclerificacion y oscurecimien-
to los tabiques transversales, proceso que avanza de fuera a dentro y,
por eso, en ese estado, recuerdan los uros de un tonel (figs. 9.2e y 9.2 /).

1.—Descripcion de la fructificacién madura.

Fructificaciones globosas, de 130 hasta 260 micras de didmetro;
estas dimensiones, de todos modos, varian mucho segin el nimero de
concepticulos desarrollados en su interior: Ostiolo muy diversamente
desarrollado; unas veces es corto y papilar, de unas 60 X 50 micras;
otras veces es largo, a modo de sifén o pico, hasta de unas 140 micras
de longitud. Este ostiolo en la madurez se abre por un poro més o
menos circular. Pared coridceo-membranosa, de unas 20 p de espesor,
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con estructura parenquimditica, constituida por dos o tres capas de
células exteriores, comprimidas, casi tabulares, de 10-12 » de anchura
vistas de frente, y unas 9 X 3-4,5 v en seccién, con membrana espesada
y coloreada de pardo; espesamiento y color gue aumenta hacia el
exterior, de tal modo que la cara externa de la capa de células més
superficiales es la que estd méas espesada; hacia el interior, estas capas
de células coloreadas y casi vacias se contintian corf otras de células
algo mds isodiamétricas (menos comprimidas), de contenido protoplas-
mico abundante y membrana hialina y delgada. Ascas numerosas,
claviformes, estrechadas en pedicelo méds bien corto y nudoso en su
extremo; de pared relativamente delgada, de 60-70 )X 10-12 p. Esporas
en nimero de ocho, de ordenacién subdistica, oblongo-fusoideas de
12-13 X 4-5 ¢, con tres tabiques transversales, poco estrechadas en
general a nivel de 1os mismos, con una de las células centrales, por lo
regular algo més gruesa que su simétrica; exosporio pardo ‘oscuro,
provisto de diminutas verrugas, densamente esparcidas por toda la
superficie. Fibras parafisoides tabicadas, ramificadas, de 1,5-2p de
anchura.

C) COMENTARIO.

El resultado de este estudio suministra motivo para mniltiples con-
clusiones y sugerencias, que trataré de resumir.

Un ostiolo tan bien desarrollado como tiene la especie que me ocupa,
no corresporde a formas Pseudosferidceas, tal como Petrak (loc. cit.) las
concibe; no se trata aqui de una papila que se rompe en el curso del
desarrollo y deja en su lugar un poro plano «atipico». Por la configu-
racion del ostiolo, asi como por las caracteristicas de sus «parafisos» (1)
y abundancia de ascas, esta especie corresponde a su cuarto y ultimo
«Entwicklungstufe» 0 a una combinacién del tercero y cuarto. En la
terminologia que emplea serfa éste un tipico Esferidceo. .

La especie estudiada ha mostrado su naturaleza Ascolocular (Pseu-
dosferial); la soldadura de las fibras intertecales a la parte superior de
la fructificacion asi la delatan. .

De las dos modalidades que Giiumann (1940) distingue en cuanto al
origen de las fructificaciones, Leptosphaeria Cavanillesii pertenece al
«Pleospora-Typuss, ya que aquéllas se originan por divisién de una
sola célula inicial. El tejido que asi se constituye es un auténtico paren-
quima y no un pseudoparenquima, término éste con el que no es raro
designar, tratdndose de hongos, todo tejido de tal apariencia, sin conocer
en muchos casos su origen y, por tanto, con notoria impropiedad a veces.

(1) En la acepcion Petrak.
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La tunica representacién de 6rganos sexuales se reduce en esta
especie a una serie de células algo diferentes de las restantes por su
tamaifio, colorabilidad y nicleos, y que apenas dejan entrever su orde-
nacién en espiral. Tales células las tengo por elementos de un ascogonio
reducido.

Esta reduccién de los procesos sexuales es un hecho gue se ha
comprobado en muy diversos grupos de Ascomicetos e independiente-
mente de sus relaciones de afinidad. Sin pretender hacer una recopila-
cién de los muchos datos, a veces contradictorios (explicables por las
dificultades técnicas de esta clase de estudios), acumulados en el curso
de los ultimos afios, haré, si, mencién de algunos de ellos, que aclara-
ran la posicién de la especie estudiada por mi dentro del panorama
variadisimo que ofrece el comportamiento sexual de los Ascomicetos.

Mycosphaerella tulipiferae (Schw.) Higg. (Higgins, 1936) forma
un ascogonio que se fusiona con células libres, espermacios o micro-
conidios (1).

Endostigme tnaequalis (Cke) Syd. (Killian, 1917) desarrolla un
ascogonio cuyo tricogino se fusiona con un anteridio.

Entre las formas apandricas puede haber:

Fusion entre dos células del ascogonio; estos casos de partenogamia
se conocen en Capnodmm salicinum Mont., en que (2) 1as cosas ocurren
como en Systrema Ulmi (Schleich) Th. Syd (Killian, 1920).

O puede haber autogamia al desarrollar las células del ascogonio
hifas ascégenas sin previa fusién. Este es el tipo a que adscribo la
especie estudiada por mi.

Una mayor reduceién es la que ofrecen formas, como varias espe-
cies de Sporormia (Arnold, 1928), (Dangeard, 1907), en que no se
desarrolla érgano sexual alguno. "

Un panorama tan variado ofrecen los Esferiales o cualquier otro
grupo de Ascohimeniales, algunas de cuyas especies (Neurospora,
Pyronema) han sido tema de numerosas investigaciones y controver-
sias (Moreau, Morouzi, Dodge, etc.) (3); v es que dentro de un mismo
género, o alin de una misma especie, 1as manifestaciones de la sexua-
lidad pueden variar mucho, segin las «cepas».

S6lo en la especie Neurospora sitophila (Mont) Shear et Dodge
(1927), a la que podria calificarse como la Drosophila de los Ascomice-
tos, tengo noticias de las siguientes modalidades a este respecto:

(1) No entro en la discusion entablada, en este caso y en otros andlogos, acerca de sl
dichas células son espermacios o microconidios que los substituyen en sus funciones.
(2) Segun dato que tomo de Giumann (1940).
(3) Con este motivo ha vuelto a resucitar la vieja controversia entre las ideas de Harper y
las de Dangeard (sexualidades «Harperiana» y «Dangeardianas, segiin la expresion de Moreau),
. cuya exposicion puede verse en muchos libros de micologia.
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Fusion entre células del ascogonio y microconidios.

Fusién entre células del ascogonio y macroconidios.

Fusién entre células del ascogonio e hifas vegetativas,

Fusién entre hifas vegetativas.

Como llevo indicado en la parte descriptiva, la ascogénesis en
L. Cavanillesit no puede referirse sin més al «tipo Pyronema»; los
ganchos, si existen, no son los tipicos. Esto representarfa, en ese caso,
una excepcién entre los Pseudosferidceos, ya que todos los estudiados
hasta ahora parecen tener hifas ascégenas de tipo Pyronema.

Veamos, a continuacién, qué es lo que ha ofrecido el estudio de esta
especie en relacién con la cuestién de los parafisos.

Arnold (loo. cit.), en el estudio que hace del desarrollo de la periteca
en Sporormia leporina Niessl., describe el proceso de modo bien dif--
tinto de lo que ocurre en otros casos. En él expone el crecimiento de
los parafisoides de un modo que tiene ciertas coincidencias con lo que
yo he encontrado en L. Cavanillesii. No tengo noticia de que se haya
vuelto & estudiar el caso, ni para confirmarlo ni para rebatirlo; pero es
extrafio que Gaumann (loc. cit.) reproduzca la figura 18 del trabajo de
Arnold para darle una interpretacién diferente, en realidad opuesta, a
la de este autor. Segin Arnold, los extremos inferiores de las hifas
verticales avanzan libremente en su movimiento descendente. Giu-
mann, en cambio, presenta el caso como ejemplo de rotura precoz de
las conexiones existentes entre la base del concepticnlo y la pared de
la fructificacion.

En relacion con el trabajo de Arnold, aﬁadlré que, si bien en el caso
estudiado por mi no hay fases que se parezcun a las que él representa
en sus figuras 7.* y 8.2, he encentrado alguna en mis preparaciones que
puede compararse con la de las células anchas binucleadas en los
extremos libres de las hifas descendentes, representadas en sus figuras
9% 10y 11 (1).-

Por lo demds, el desa.rrollo en otras especies del mismo género Spo-
rormia, tal como S. intermedia Aunersw. (Dangeard, 1907), no sigue la
marcha que Arnold expone para el caso de S. leporina en el trabajo
que comento.

Bessey (loc. cit.), hablando de los Pseudoferiales, dice:

«The asci arise from ascogenous hyphae in the midst of a more or
less psendoparénchymatous stromatic tissue and gradually by pressure
aided perhaps by solution of the tissues, make cavities within which
each ascus lies alone, separated from the next ascus by a thicker or
thinner remnant of the original stromatic tissue».

(1) Notese, por otra parte, como recuerdan, en cierto mode, a los ascogonios de algunas
Mycosphaerella.
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Poco més o menos, desde los tiempos del establecimiento de los
Pseudosteridceos por V. Hohnel, se viene repitiendo con rara uniformi-
dad esta descripcion del desarrollo de las fibras parafisoides. Segtin
ella, en medio de un tejido celular compacto crecen las ascas, y en su
movimiento de avance van abriéndose camino mecénicamente (en el
texto arriba trasladado se admite también la cooperacion de una geli-
ficacién), en un trabajo:que yo comparo al de la quilla de un original
rompehielos. No es extraiio, pues, que Nannfeldt (loc. cit.), comentando
la condicién crasitunicada de las ascas en las formas ascoloculares,
diga: Se comprende que las ascas sean gruesas en los Ascoloculares
cuando se piensa que han de abrirse paso desalojando el tejido que las
incluye.

"Otras veces (Petrak, p. ej.), se considera el adelgazamiento de las
fibras verticales como un resultado de la compreswn ejercida por las
ascas sobre las células del tejido intertecal.

En L. Cavanillesii 1as cosas ocurren de diferente manera, en cierto
modo opuesto a lo que se viene describiendo para otras especies (1), Las
ascas no abren su camino en el proceso de su crecimiento, sino que
avanzan por el camino que encuentran abierto entre las fibras parafi-
soides. Mucho antes de que las ascas se inicien (fotos 3, 4 y 5), las
fibras paratisoides estin individualizadas, y esta separacién entre tales
elementos, se puede observar, en fructificaciones maduras, en la porecién
superior del concepticulo, debajo del ostiolo, a donde no llegan ni
llegarédn (puesto que han alcanzado su completo desarrollo) las ascas.
En esa regién tales fibras son tan delgadas como lo puedan ser en pro-
porciones situadas mais cerca de la base, sin haber necesitado para su .

.adelgazamiento de la compresién de las ascas.

8i, pues, no es mecdnica la causa de la resolucién del tejido del
conceptéiculo en fibras parafisoides, podria pensarse en una gelificacion,
idea apuntada como causa més o menos decisiva en el parrafo anterior
de Bessey, o por Giumann en otro & que me referiré mas adelante.

Miller y Dodge son autores de sendos trabajos en que se ocupan,
respectivamente, de Leptosphaeria Doliolum (Pers.) Wint. y L. opun-~
tiae Dodge; no he podido leer tales publicaciones (2), pero del resumen
que hace Giumann (loc. cit.) de los mismos, resulta que el desarrollo
de las fructificaciones se verifica en estas especies con arreglo al siguiente
esquema: «Por mayor crecimiento de los tejidos estromditicos periféri-
cos que forman la pared, resulta estirado hacia arriba el tejido funda-

(1) Hago la aclaraciéon (por otra parte innecesaria) de que mi critica de 1o expuesto por
otros autores, se refiere a la relaciéon que guarda con lo observado por mi, sin poner en juicio,
en modo alguno, las observaciones de tales autores en otras especies.

(2) Sin embargo, a la amabilidad de estos autores, debo el conocer otras de sus publica-
ciones,

28
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mental del centro; éste se divide intercalarmente, se estratifica para-
lelamente y resuelve poco a poco en numerosos cordones a modo de
urdimbre de un telar (parafisoides), que al pronto aiin se contintan
con el tejido fundamental en la base y en el dpice, pero més tarde
sueltan sus conexiones con el tejido fundamental de la base y cuelgan
entonces de la parte superior, mientras desde abajo einpiezan a ascen-
der entre ellos las ascas en su crecimiento».

Es muy especial la disolucién de la membrana celular que los auto-
res admiten en la formaciéon de las fibras parafisoides, segin parece
desprenderse de los parrafos transcritos. En el poliedro que constituye
cada una de las células del tejido fundamental, tal proceso de gelifica-
cién habra de afectar a todas sus caras, excepto a dos; las que
habrian de resultar tabiques transversales superior e inferior de cada
artejo de las hifas parafisoides. La distribucion de la encima o encimas
que intervengan en tal transformacién, habrd de estar periectamente
polarizada dentro de cada célula, ya que, de resultas de la misma, casi
todas sus facetas se disolveran (1), en tanto que dos de ellas quedarin
tan inalteradas, que incluso podran sufrir la traccién vertical a que se
refiere Giumann (precisamente actuando en direceién perpendicular a
su superficie), sin desprenderse.

Todas estas interpretaciones, a mi modo de ver, consideran a las
células como figuras plisticas inertes (por traccién se estiran y por
compresién se adelgazan), sin atender a que, como elementos vivos
que son, se pueden alargar y adelgazar sin que se precise accién me-
cénica externa que actiie sobre ellas. En el caso estudiado por mi, las
fibras tantas veces mencionadas estdn individualizadas desde el co-
mienzo (fotos 3 y 4) y se alargan y adelgazan con el tiempo sin traccién
ni compresiéon que las obligue, incluso en contra de ciertas presiones
que puedan actuar sobre ellas. “

En los casos, tan frecuentes en mis cultivos, de fructificaciones con
varios ostiolos (varios conceptéculos por tanto), las fibras han tenido
que alargarse sin estar adheridas a la corteza més que por un extremo,
y en esas condiciones, mal han podido tirar de ellas (foto 5). En tales
circunstancias, en vez de esfuerzo de traccién, més bien habria que
hablar de esfuerzo de comprensién en esa misma direccién, ejercido
mutuamente por dos concepticulos opuestamente orientados cuando
crecen dentro de una misma fructificaciéon (fotos 6 y 10). Lo mismo
ocurre en la formacion del ostiolo; las células parenquiméticas situadas
encima del centro subostiolar se alargan y adelgazan (hasta semejar
perifisos), venciendo la resistencia que les oponen las células exteriores

+
(1) En realidad el plano medio de las membranas celulares.
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endurecidas, y a las que en su movimiento de avance levantan y ter-
minan por romper.

El concepticulo y sus elementos alargados se desarrollan, pues, desde
un principio, sin conexién con el tejido cortical de la base. Esto es
obvio en los repetidos casos en que se han desarrollado dos concep- -
tdculos en polos opuestos de una misma fructificacion, y con la misma
o mayor razén se hace evidente en el caso de que sean mas de dos los
conceptaculos dentro de la misma.

Esto no supone necesariamente que las fibras crezcan con extremos
libres en su avance basipeto. Es diffcil seguir el curso de tales elemen-
tos debido & su gran nuimero y también a no estar contenidos en un
plano en todo su recorrido. En algunos casos se puede apreciar en la
base del conceptdculo, aun en vias de erecimiento, un tejido parenqui-
mético, o0 més probablemente un pseudoparenquima originado por el
entrelazamiento y soldadura de los extremos de las hifas.

Comenzada la proliferacién y alargamiento de las células de la
corteza situadas debajo del centro subostiolar, las fibras en sa creci-
miento van rechazando hacia la base (como se aprecia en dos de los
tres sistemas de fibras de la foto 5) los restos celulares que ocupaban
el centro del eshozo, segin ya se explicé. Estos restos de células medio
gelificadas, estiradas y deformadas, son los tinicos Jazos de unién entre
1a base del concepticulo y la porcién basal de la corteza, en el caso de
desarrollarse uno solo de éstos por fructiticacion.

En las fructificaciones de esta Leptosphaeria hay posibilidad de
distinguir dos elementos de origen distinto, a saber: uno o varios
concepticulos y un estroma cortical. Aunque la naturaleza de los
hechos no sea del todo comparable, también ocurre esto en otros
Ascomicetos e incluso en muchos Esferiales tenidos hasta hace poco
como «no estromadticos», segin demostré Miller, entre otros casos, en
Rosellinia (1928 b). Yo también, en trabajos anteriores, he descrito
algunos casos de fructificaciones con pared de origen mixto en ascolocu-
lares, como Unamunoa verrucosa (J. de Urries, 1942) e Hysterium
lavandulae (J. de Urries, 1941).

El concepticulo o periteca aparece, por tanto, como una formacién
secundaria, nacida en el estroma primitivo del esbozo por la actividad
del centro ordenador subostiolar. El estroma o formacién primaria
queda asi reducido, en este caso, a la envuelta cortical de la fructi-
ficacion.

Sin pretender generalizar lo observado por mi, por no saber siquiera
si es aplicable a otras especies de éste u otros géneros, me interesa
hacer resaltar una diferencia, que & mi mé parece esencial, entre las
formas que se tienen por ‘Pseudosferiales primitivos (Dothiordceos) y
L. Cavallinesti. Tal diferencia la determina la aparicién de lo que he
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llamado «centro subostiolar. En los Dothiorsceos las ascas crecen en
el tejido primario (estroma); en L. Cavanillesit se desarrolla una forma-
cién secundaria que reemplaza al estroma en la regién central de la
fructificacion y que, al estar constituida por fibras, crea las condiciones
anatémicas que facilitan el avance de las ascas. De estas ascas, sélo
con un criterio muy amplio puede decirse que estén incluidas en «léculos
uniasciferos» en cualquier momento. '

Terminaré este capitulo haciendo un comentario de la posible signi-
ficacién del centro subostiolar. Tengo a tal centro por un punto meris-
tematico, en virtud de cuya actividad al tejido primario del estroma,
hasta entonces indiferenciado, se agregan formaciones secundarias que
se orientan en relacién con la posicion de aquél. Por encima del mismo
(hacia afuera) se diferencia el ostiolo. Por debajo (hacia adentro) crecen
las fibras del concepticulo, lo que motiva que las hifas ascégenas, que
surcaban en distintas direcciones la porcion central del esbozo en vias
de degeneracitn, sean rechazadas hacia la base, y asi las ascas habran
de crecer luego en sentido poripeto (ascendente). Finalmente, por mul-
tiplicacién tangencial de las células marginales del mismo, se agranda
la superficie del estroma cortical.’

Se podria creer en la existencia de un «organizador» andlogo a los
que se conocen con este nombre en la fisiologia del desarrollo; pero
falta toda experiencia en este sentido. Con todo, las anormalidades en
el desarrollo de las fructificaciones, provocadas por las condiciones
del cultivo «in vitro», valen, en cierto modo, por experiencias de tras-
plante.

Cuando, en vez de uno solo, se originan varios centros subostiolares
en distintos puntos de la superficie del eshozo (probablemente por
accion difusa de un estimulo que en condiciones normales actia unila-
teralmente), las células del estroma préximas a tales centros anormales
(«estroma cortical presuntivo») experimentan una diferenciacién (alar-
gamiento en un determinado sentido y proliferacion) disconforme con
su significado prospectivo. Muchas de estas células que contribuyen a
formar ostiolos, fibras, etc., en condiciones «normales» (un solo centro)
hubieran formado parte del parenquima cortical.

2) PARTE EXPERIMENTAL
A) GERMINACION DE LAS ESPORAS

1. Temperatura.—Entre las temperaturas ensayadas, la de 20° es
la 6ptima, tanto por la velocidad con que se desarrolla el proceso, como
por el nimero de esporas germinadas. A esta temperatura llegan a
germinar practicamente el cien por cien.

Es de notar una ligera desviacién de la curva hacia las bajas tempe-
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raturas, y, sobre todo, la rapidez en la germinacién, si se compara con
lo que sucede con otras esporas de tegumentos pardos, y aun muchas
hialinas. Incluso a la temperatura de 4-5°, bastan 14 horas para que se
inicie la formacién del tubo germinativo.

En temperaturas comprendidas entre 10 y 30°, son escasas las dife-
rencias observadas. A 85°, es alin posible la imbibicién protopldsmica,
pero no la germinacion, es decir, la formacién de la hifa germinativa.
Si esporas en tal estado son trasladadas a un lugar de temperatura m4s
baja, inmediatamente comienzan a germinar,

A continuacién reproduzco, a modo de ejemplo, el protocolo .de una
de las experiencias de germinacién (dia 18-I-46). Las esporas fueron
puestas en agua bidestilada (en el fondo de placas Petri de pequefio
diametro) a las once de la mafiana.

Umbral de germina-|Tubos por lo menos
Temperatu- | Hinchadas [cién (tubos de menos|de iguarlongitnd que
ras longitud que la espora) la espora
Cre) (Y] (YN}
30° 50 10 0
20° 9% - 50
10° " 50 5-10 0

Observacién hecha a las cinco de la tarde.
Los resultados obtenidos en la germinacién de esta especie de
Leptosphaeria, vienen expresados graficamente asi:

164
154
147
134
12+
41
40
94
8
7
[
s-n
4 4
3~
Q-
44

LRSS I S h o e pp e
10 1 20 25 30 35 4o
(1) (2)

Ty 1

(1) Imbibiciénposible. (@) Mueren.



358 AMNALES DEL JARDIN BOTANICO DE MADRID

2. lluminacion.—En todas las experiencias dispuestas con este
objeto, los cultivos fueron distribuidos en tres lotes. Uno de ellos quedé
expuesto a las alternativas naturales de dia y noche. Otro se mantuvo
constantemente en la oscuridad, envuelto en un pafio negro. El tercero
recibié iluminacién ininterrumpida, sirviéndome para ello de ldmparas
eléctricas colocadas delante de las estufas con puerta de cristal. ’

En ningin-caso la germinacién de las esporas resulté afectada por
las condiciones de ilaminacion, lo mismo en lo que se refiere a su mor-
fologia que al porcentaje de germinaciones o a los tiempos invertidos
en ella. ' )

3. Composicion quimica del medio.—Las esporas de esta especie
han germinado en todos los medios ensayados: agua corriente; agua
destilada, extracto de malta con agar o-sin €], agar-patata, agar-sinté-
tico, etc. Asi mismo ensayé unas mezclas de fosfatos con valores de Ph,
comprendidos entre cuatro y ocho. En todos estos: medios, la velocidad
y el porcentaje han sido pricticamente iguales para una misma tem-
peratura. '

B) EL MicELIO.

1. Temperatura.—Estudié, en relacion con esto, las temperaturas
4-6°, 10-13° y 20°. Esta ltima corresponde a una estufa regulada. Las
otras dos son s6lo aproximadas. No disponiendo en el laboratorio de
dispositivos adecuados que me permitiesen regular esas temperaturas
bajas, tave que servirme de estufas apagadas, y las observaciones
fueron hechas en los meses de invierno. Los cultivos a 4-6° los tuve en
una habitacién siempre sin calefaceién; la temperatura de 10-13° se
refiere a una estufa apagada colocada en el laboratorio (con calefaccién
& determinadas horas). Con todo, el termégrafo puesto junto a los cul-
tivos marc6é muy poca oscilacién (experiencias comenzadas el 8-1-46).

Los resultados obtenidos se resumen asi: cultivos en placa Petri con
agar-extracto de malta al 3 %/,

Crecimiento valorado por el didmetro de la colonia:

Edad Temperaturas 20 dfas | 30dfas 40 dias 50 dias 60 dias
> 4-6* - 4 mm.| 6 mm. | 10 mm. 15 mm.
> 10-12* 10 mm, | 22 » 80 » 42 » 60 »
» 20* 25 » 40 » 63 » 9% Q)

(1) Ha llegado al borde de la placa.
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Como el tamafio de la colonia varia también con el del trozo inocu-
lado, advertiré que todos estos datos se refieren a colomas crecidas a
partir de una sola espora.

Los valores del crecimiento en los cultivos con temperatura no.
regulada, deben aceptarse sélo como aproximados; pues, si bien las
oscilaciones diurnas fueron muy pequeifias en las condiciones en que se
dispuso la experiencia, la temperatura media fué elevindose, y Hegé a
ser de 7-8° en la estufa mds fria, a los 70 dias de haber comenzado la
experiencia (dia 16-I11-46).

Segtn se desprende del cuadro anterior, los didmetros de las colonias
crecidas a 20°, tienen aproximadamente valores dobles que los dg las
mantenidas a 10-12°, Los de estas ltimas, en cambio, resultan cuddru-
ples y aun quintuples de las correspondientes a la temperatura de 4-6°.
Hecho este que revela las condlclones precarias en que déstas se han
desarrollado.

2. Iluminacién.—En medio de agar-extracto de malta, la luz pro-
voca la formacién de un estrato aéreo lanoso-velutino, formado por
hifas blancas (foto 2). Este estrato aparece tanto en los cultivos constan-.
temente iluminados como en los sometidos a la alternativa diurna de
luz y oscuridad. Las colonias crecidas en constante oscuridad no
desarrollan tales hifas aéreas. Tampoco se forma el estrato aéreo en los
cultivos hechos en otros medios distintos del extracto de malta; sea cual
fuera su régimen de iluminacién, estas colonias nunca crecen por
encima del estrato rasante.

3. Composicion del medio. —En medios liquidos no se desarrolla
esta especie.

De todos los medios empleados (agar-extracto de malta., agar-patata,
agar-zanahoria, agar-sintético con vitamina B, o sin ella), el que ha
dado colonias més vigorosas y de crecimiento més répido, ha sido el
agar-extracto de malta. En todos los medios naturales, el desarrollo tué

mejor que en los medios sintéticos.

Reacctén del medio.—Para estudiar su influencia en el crecimiento
del hongo, preparé series duplicadas de placas Petri, unas con un
medio sintético (1) adicionado de 1,5 %/, de agar, y las demds con otro
fuertemente amortiguado por una mezcla de fosfatos (2). Estas series

(1) Este medio, que en lo sucesivo designaré ablevladaniente por (5), tiene la siguiente
composicion (Defago, 1940):

GlUCOSA vvivroenaense crniae 29,
Asparraguina.......... verans 01 »
Sulfato magnésico........... 0,05»
Fosfato monopotasico...,.... 0,15»
Sulfato ferroso......... eeees trazos.

(2) Este difiere del anterior por tener una mezcla de fosfato monopotésico (M/30) y fostato
dis6dico (M/50).
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comprendian valores de Ph, desde 3 hasta 9 (1), obtenidas adicionando
al medio gotas de CIH o NaOH n/1. Los resultados, descartando como
es natural para estos efectos alguna placa que se contaminé con un
Penicillium; han sido completamente coincidentes en ambas series.
Trasladaré, como ejemplo, una de las observaciones: :

Ph. 3 4 5 6

desarrollo | no desarro- (apenas desa-; 20 mm. ;| 60 mm.
de las co- lladas nolladas diam. dtdm.
londas

75 mm. | 50 mm. ; apenas
didm. didm, pren-
dido

Las placas habian sido inoculadas con trozos aproximadamente
iguales de una misma colonia (subcultivos procedente de la colonia
monospériea L/61). El medio de cultivo fué: agar (S) con vitamina B,.

A primera vista parece haber una contradiccién entre estos datos y
los gue se reproducen en otro sitio, con crecimientos m#s bajos. La
diferencia se debe a que las colonias han crecido en un caso & partir de
una esgpora, y en el otro ha sido un trozo de colonia el punto de partida.

Factores de crecimiento.—En los cultivos hechos en medio sinté-
tico (S) con agar, no he notado diferencia alguna entre las colonias
desarrolladas en medio con vitamina B, y las desarrolladas en el mismo
medio, pero sin tal vitamina; incluso tratdndose de colonias proceden-
tes de siembra monospérica, en la que queda excluido todo suministro
extrafio de substancia. He notado, sin embargo, una disminucién
paulatina del crecimiento en los sucesivos subcultivos hechos a partir
de estas colonias en medios constantemente privados de vitamina.
Pudiera creerse que la falta de ésta era el motivo de tal comporta-
miento. Para comprobar este extremo, preparé tltimamente un grupo
de placas con vitamina B, y otro grupo paralelo con el mismo medio,
pero sin aneurina; las placas fueron sembradas con trozos de una
misma colonia degenerada. El resultado ha sido en todas ellas el
mismo; el crecimiento ha sido extremadamente lento; a los tres meses,
en estufa a 20°, el didmetro de la colonia no pasa de unos 40 mm.
(Ph = 6). ‘

No es, pues, la falta de aneurina la causa limitante del desarrollo,
y debe ser responsable de ello otro u otros factores presentes en el
extracto de malta, ya que basté afiadir al medio pequefiisima cantidad
de tal extracto para que el crecimiento recuperase sus caracteristicas
normales (foto 17). La insignificante eantidad de tal factor contenida

(1) Determinaciones hechas con tiras de papel universal Merck,
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en la espora, debi6 ser suficiente para permitir el desarrollo normal de
la colonia en las primeras siembras (1),

C) LA FRUOTIFICACION.

a) Antecedentes.

Todos los que se han dedicado al cultivo de Ascomicetos, saben por expe-
riencia lo dificil que, en la mayor parte de los casos, resulta el empeiio de
obtener fructificaciones ascéforas.- Tales dificultades no corren paralelas con
las exigencias del desarrollo vegetativo; con frecuencia es sumamente ficil
conseguir un crecimiento micelar exuberante de especies que se han mostrado
hasta el momento incapaces de fructificar en cultivo artificial (2). En otros
muchos casos, las fructificaciones obtenidas corresponden unicamente a fases
«imperfectaa»; fructificaciones éstas que, por lo regular, se logran con mucha
mayor facilidad. -

Segtin se desprende de los resultadoes obtenidos hasta ahora, las condiciones
requeridas para la aparicién de peritecas en los cultivos artificiales, varian
grandemente dentro de especies de un mismo género, aun siendo éstas de un
régimen de vida analogo. Se ha dicho que las especies eaprofitas fructificaban
«in vilro» mas facilmente que las parisitas, y se exponen razones para ello.
Pero, segiin demostré Klebahn (1918), dentro del género Gnomonia hay espe-
cies saprofitas que no fructifican en cultive artificial; mientras otras, como G.
rosae Fuck. o G. leplostyla Ces. et de Not., aunque parasitas, fructifican rapida-
mente en esas condiciones. Yo mismo he tenido ocasion de comprobar este
comportamiento tan variado dentro del mismo género Leplosphaeria. Como
veremos, en ciertas condiciones, es sumamente ficil hacer fructificar a L. Ca-
vanillesii; en cambio, en las colonias de otras especies del género no han apa-
recido m4s que fructificaciones secundarias, o se ha desarrollado inicamente
micelio.

Las célebres experiencias-de Klebe (1913), extendidas a los méas diversos
grupos de hongos por discipulos y eontinuadores, parecieron demostrar que
en el determinismo de la fructificacién interviene, en primer término o exclu-
sivamente, un cambio cualitativo de las excitaciones normales (Jost, 1925),
siendo, entre todos ellos, el més importante el empobrecimiento o agotamiento
del material nutritivo. Estas ideas clisicas han sido modificadas al haberse
descubierto 1a influencia en la fructificacién de excitaciones especificas.

En el grupo de los Mucorineos es donde se ha profundizado més en estos
conocimientos. En la segunda década de este siglo se investigaba las relacio-
nes entre formacion de cigosporas y temperatura de cultivo, 0 concentracién
del medio (Schwrtz, 1926), cantidad de oxigeno (Zikes, 1926), contenido en
azicares y substancias nitrogenadas (Schopfer, 1927), etc.; & partir del afio

(1) De todoa modos, como ya adverti, el crecimiento en los medios naturales fué siempre
mejor. :

(2) Sporormia Pollacei El., representa el extremo contrario (Elisei, 1930); las mismas
células de la ascopora se segmenta y da origen a la periteca.
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1930, y muy especialmente por el impulso dado a estos estudios por Schepfer
(1), se han sucedido los trabajos que tratan de las relaciones entre formacion
de cigosporas y factores especificos de la misma.

Exceptuando algune que otro, como Pyronema confluens Tul. (Claussen,
1912; Robinson, 1926; Kerl, 1937), con los Ascomicetos se ha logrado menos en
estudios de esta clase. A continuacién resumiré los resultados que me han
parecido mads significativos de entre la multitud de datos esparcidos por tantas
publicaciones.

La luz ordinaria es indispensable para la fructificacién en Adscophanus
carneus (P.) Buod. y especies de Sordaria; en Pyronema (Kerl, loc. cit.), asi
como en Hysterographium fraxini (Pers) D. Not. (Zogg., 1943). En Plenodomus
fuscomaculans, sélo en clertas condiciones se hace necesaria (Leonian, 1924);
en Diaporthe Sojae (Lehmann, 1923) la luz impide la formacién de picnidios.

Las radiaciones ultravioletas provocan la formacion de peritecas en Neuros-
poras; de otras especies ensayadas resulta que se formaron mdis peritecas en
una Ceratostomella, y en cambio este agente impidié la fructificacion en
Chaetonium olivaceum (Stevens, 1930).

Los rayos X provocaron la aparicién de peritecas en Aspergillus fumiga-
tus Fresen (Sartory y Meyer, 1926); las emanaciones de radiv hicieron lo
propio (Sartory y Meyer, 1926). ‘

La temperatura ha de estar comprendida entre ciertos limites, y en algin
caso ha sido precisa una temperatura variable para que la fructificacion se
forrara (Logg, loc. cit.).

Ciertos elementos cataliticos se han revelado necesarios a tal fin, como en
Acualium nigrum Joh. et Olg., y en varios casos se conocen las concentra-
ciones minimas de oxigeno necesarias para la fructificacion (Niethammer, 1938,
y Denny, 1933, respectivamente).

Es bastante frecuente que tal proceso sea favorecido por la desecacién del
medio; esto puede ser una de las causas de que, lo mismo que sucede en la
naturaleza (fasea imperfectas en primavera; fase ascéfora en verano y otoiio),
también en los cultives se produzcan los ascomas después de los picnidios.
Wehmeyer (1926) ve en las dificultades de circulacion del agua dentro de los
frascos de cultivo, una de las causas més importantes de la falta de fructifi-
cacién en los mismos.

Relacionado con el desecamiento del medio estd el cambio en la concentra-
cion del mismo. En algin caso la fructificacion se verifica a una concentra-
cion extremadamente alta del medio; tal ocurre con Aspergillus niger Van
Thieg (Bezssonof 1919), que produce peritecas en solucién de glucosa al 65
por 100. Pero, en general, las investigaciones rolativas a cambio de concen-
tracién dieron un resultado de acuerdo con la idea fundamental de Klebs
(1898 y 1913); es decir, una detencion brusca del crecimiento provoca la for-

(1) En su obra (Schopfer, 1943) puede encontrarse amplia referencia de los trabajos que
tratan de los factores vitaminicos gue condicionan la reproduccién de Phycomyces y otros Fi-
comicetos; a ella remito al lector. En un trabajo posterior, Robbins y Schmitt (1945) demuestran
que el prctendido factor F, (que en unién de la vitamina B, y del factor Z, se tenian como unece-
sarios para la formacién de cigosporas en Phycomyces Blakesleanus) no es una substancia
especifica, sino s6lo una condicién que permite a los micelios (4) y (—) reunirse antes de que
el Ph del medio haya alcanzado un valer critico.
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macién de 6rganos reproductores. Esta detencién puede incluso ser debida a
causas mecdnicas, como un obstdculo que se oponga al avance del micelio,
seglun resulta de las experiencias con Pyronema (Robinson, loc. cit.) (1); pero
la mayor parte de las observaciones se refleren a un descenso mas 0 menos
completo de la concentracién nutritiva. En Pyronema confiuens Tul. (Robinson,
loc. cit,) coincide con el agotamiento del alimento nitrogenado. En Valsa
lencostoma (Pers.) Fr., Leonian (1928) provoco la formacion de peritecas, cam-
biando el cultivo a un medio més diluido; si el cambio es en sentido contrario,
lo que se producen son picnidios. A analogas conclusiones llegan Hawker y
Chaudhuri (1946) con varios ascomicetos. También est4 conforme con las ideas
de Klebs, el resultado obtenido por Brefeld con Ascoidea rubescens Bref. Ple-
nodomus fuscomaculans representa un caso extremo, ya que fructifica (picni-
dios) incluso en agua destilada (Coons, 1916), Erysiphe galeopsidis D. C.,
segun las experiencias de Laibach (1930), entra también en este grupo.

Muy curioso es el comportamiento de una Mycosphaerelle (Grossenba-
cher, 1909), que inoculada en Cucurbila pepo L., produce peritecas; pero si se
inocula en otras Cucurbiticeas, sélo produce pienidios. Andlogo comporta-
miento tiene el ya citado E. Galeopsidis, que puede vivir en varias especies
de Lamium, y sélo en L. album L. forma peritecas.

Otro grupo de experiencias y observaciones se refieren a vitaminas y hor-
monas como factores de la fructificacién: acciéon de la adrenalina en Neuros-
pora (Moreau, 1938 q); vitamina B, y Biotina en Melanospora destruens
(Hawker, 1938): vitamina B, y Auxinas en Pyronema (Kerl. loc. cit.). Quizas
deban entrar aqui algunos de los casos conocidos de fructificacién provoeada
por la presencia de bacterias, segiin refieren: Sartory (1916) de una especie
de Aspergillus, Molliard (1903) de Ascobolus furfuraceus Pers. y Das Gupta
(1938) de Rosellinia. .

Lugar aparte merecen (por seguir orientacién bien distinta de las ante-
riores) los trabajos que se refieren al estudio de las posibilidades de produc-
cién de ascomas en los micelios monospéricos y en sus combinaciones binarias.

Entre los primeros trabajos que se ocupan preferentemente de esta cues-
tién, eata el de Edgerton (1914). Cultivando al mismo tiempo un micelio de los
que designé con (+) y otro designado con (—), obtuvo fructificaciones en la
linea de contacto de las colonias. Kirby (1923) demostré la heterotalia de
O. Cariceti (B. et Br.) Sace. Dodge, ya en 1920, publicé un caso de heterotalia;
pero el punto de partida de humerosas investigaciones lo marca el que publicé
en colaboracién con Shear (Shear and Dodge, 1927), relativo a la heterotalia
en Neurospora sitophila Shear et Dodge, Luego se han sucedido sin interrup-
cién las comunicaciones referentes a casos de heterotalia o de homotalia en los
Ascomicetos.

La primera interpretacion de estos fenémenos atribnia a los micelios
signos sexuales opuestos; pero lnego se ha comprobado 1a existencia de asco-
gonios en todos los micelios, tanto en los caliticados como (+) como en los

(1) Cultivando diversos ascomicetos, yo también he tenido ocasion de observar, en algu-
nos casos, una fructificacion (picnidios) mas abundante en la region inmediata a las paredes
del recipiente.
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designados como (+). El anAlisis genético ha demostrado en las especies mejor
conocidas a este respecto 1a existencia de uu par de factores de esterilidad,
en loa que deben diferir los micelios para que la produccién de peritecas se
realice, siendo aptos para funcionar tanto los 6rganos masculinos como los
femeninos (Ames, 1932 y Zickler, 1937).

En la mayor parte de los Ascomicetos heterotalicos no hay, por tanto, una
determinacion sexual haplogenotipica propiamente dicha, sino que se trata
de una monoecia combinada con autoesterilidad.

Se conocen, sin embargo, algunos casos de auténtica determinacién haplo-
genotipica del sexo con intervencién de realizadores sexuales, que 86 heredan
independientemente de los factores de esterilidad. Esto ocurre en Bombardia
lunata Zick, asi como en Glomerella lycopersici Kruger (Hiitsig, 1935).

Las especies homotdlicas, en la mayor parte de los casos han revelado
poseer simultdneamente los dos realizadores de valencia aproximadamente
igual. Se conocen también casos de micohaplontos (Neurospora tetrasperma
Shear et Dodge). Experimentalmente se han conseguido formas gue corres-
ponden a los hermafroditas primarios de Correns (1928), es decir sin reali-
sadores sexuales [Sordaria fimicola (Rgh.) Ces. et Not.] (Greis, 1941).

De todos modos, las cosas son en ocasiones mas complicadas. Por ejemplo:
se han referido casos en que loz dos tipos de micelio (+) y (—) han crecido
juntos sin fructificar; etras veces ha ocurrido lo coutrario (Moreau y Moruzi,
1931 y 1932; Moruzi, 1932); sin haberse puesto en contacto los dos micelios, se
han producido ascomas. Apoyéndose en casos como los iltimamente citados,
se ha pretendido negar significacion sexual a los procesos producidos en la
linea de unién entre micelios monospdricos de especies heterotalicas (Moreau,
1938 b y ¢) y atribuirlos & modificaciéon del medio por el metabolismo del mi-
celio que se aproxima, quizas debido a una hormona segregada por é1 (1).

De todos modos, el andlisis genético ha demostrado el cardcter heteroca-
ridntico de las ascas. Lindegreen (1934), explica ‘los resultados obtenidos por
Moreaun y Moruzi (loc. cit.), suponiendo que operaban con un micelio bisexunal
(heterocariéntico), que por algin factor de esterilidad o incompatibilidad de
los pares de ntcleos, no produjo peritecas hasta que cierta hormona, difundida
por el otro micelio, inactivé el factor de esterilidad.

b) Trabajo original.

Los cultivos se hicieron indistintamente en tubos, en placas o en
frascos Erlenmeyer, sin que por eso hubiera diferencias en los resul-
tados.

1. Temperatura.—Dispuse las experiencias segin se ha dicho al
tratar del crecimiento del micelio.

(1) Un fenémeno parecido al que observé Davis (0. Graminis) se me ha presentado en
cultivos monospdricos de una Cucurbifaria. También aqui en la linea de contacto entre dos
colonias procedentes de una misma espora, lIa fructificacion (en este caso picnidios de Cama-
rosporium) fué mas precoz.
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Fructificacién y desarrollo del micelio, son dos procesos paralela-
mente afectados por este factor. Parece como si fuese necesario que las
colonias alcancen determinado didmetro para que los esbozos fructiferos
se hagan visibles a simple vista. Asi se desprende de los resultados
obtenidos, que resumo en este cuadro:

Edad | Temperatura. 20 dias 40 dias 60 dfas
» 4.6° 0 (15 mm.)
0
» 10-12° (10 r&lm.) (30 mm.) (60 mm.)

Comienzan a | Muchas fructi-
hacerse visibles.] Rcaciones.

» 20° (25 mmw.) (63 mm.)

Comienzan & | numerosisimas
hacerse vlsibles.t fructificaciones

Medio: Agar-extracto de malta 2,5°,. En la oscuridad. Colonias
monospdricas. Didmetros de las colonias, en milimetros.

2. Iluminacién.—Al tratar del crecimiento del micelio, ya expliqué
cémo preparé las distintas condiciones de ilnminacion,

Los resultados obtenidos demuestran que L. Cavanillesit no precisa
de la iluminacién en ningiin momento de su desarrollo para fructificar.
Ahora bien, si la luz no es indispensable, al menos favorece la fructifi-
cacién, ya que los cultivos iluminados muestran un desarrollo de frue-
tificaciones méds precoz y abundante. Para el resultado ‘es indiferente
que los cultivos estén constantemente iluminados o que la luz actie de
modo intermitente. Este efecto de la iluminacién en la aparicién de
fructificaciones, he podido observarlo con todas las temperaturas
empleadas. Los datos se refieren siempre a cultivos en agar-extracto de
malta, inico medio ensayado.

3. Composicién del medio.—Las experiencias de fructificacién de
que he dado cuenta hasta ahora, fueron hechas (como acabo de indicar),
con cultivos en agar-extracto de malta. Cuando traté de conocer la
posible influencia de la aneurina en la reproduccion de esta Leptosphae-
ria, obtuve unos resultados inesperados, que me movieron a estudiar
con mas detalle el problema de la influencia de la composicién del
medio de cultivo en la fructificacién del hongo.

En primer lugar, hice un ensayo, sembrando esporas en dos tubos
que contenian agar-sintético (AS), uno de los cuales tenia, ademds,
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‘vitamina B, (estufa a 20°). Comparando las colonias asi obtenidas con
las cultivadas en agar-extracto de malta, por de pronto me llamé la
atencion unicamente el mayor desarrollo de estas iltimas. Asi, pues,
no me extraiié que cuando ya tenian (& los 25 dias) abundantes fructi-
ficaciones maduras los tubos con agar-extracto de malta, no se hubieran
formado éstas en los tubos de agar-sintético. Pero las colonias crecidas
en este ultimo medio, en su desarrollo continuado, llegaron a ser mucho
mayores que las de agar-extracto de malta, cuando éstas tenian 30 dias
de edad. A pesar de todo seguian aquéllas sin fructificar; y esto sucedia
tanto en el tubo con vitamina B;, como en el desprovisto de ella.

Para comprobar estos resultados, dispuse una experiencia mas am-
plia y sembré sendas esporas de Leplosphaeria en una serie de placas
Petri; parte preparadas con aneurina, y las restantes sin ella. El medio,
en todos los casos, fué agar-sintético (AS).

Cuando las colonias asi obtenidas llegaron a tener més de 30 mm. de
didmetro sin haber fructificado, di por terminada la experiencia (1) que
confirmaba mis anterjores observaciones.

‘Como quiera que hasta entonces habia obtenido siempre fructifica-
ciones en los tubos de agar-extracto de malta sin ninguna dificultad, se
presentaban, como posibles causas de estas diferencias, los siguientes
factores:

a) Existencia de una substancia responsable en el extracto de
malta.

b) Presencia de bacterias en el cultivo. A pesar de los intentos
realizados, no logré impedir al principio que alguna bacteria quedara,
sin duda, adherida a la pared de la espora, y resultase luego la colonia
contaminada en mayor o menor grado, como ya expliqué anterior-
mente. Todos los cultivos hechos hasta entonces en agar-extracto de
malta, llevaban, por tanto, bacterias. Los cultivos en (AS) estaban, en
cambio, limpios de ellas, sin duda porque el cardcter dcido del medio
(Ph 6) dificulté su desarrollo.

¢) Reaccién del medio. De todos estos posibles factores, me parecio
que este titimo era el méis probable. Abundan en la literatura las indi-
caciones en este sentido; pero, adem4s, éste podia ser también la causa
efectiva de la posible influencia de otro de los factores por investigar: 1a
presencia de bacterias.

Entre las complejas acciones de las bacterias asociadas a la colonia
fungina, una de las conocidas es la de modificar, con su metabolismo,
la reaccién del medio (2).

(1) Una de las placas (agar con vitamina) la conservé, sin embargo, rebordeada con cinta
adhesiva. A los cinco meses, seguia sin fructificar.

(2) Esto es lo que Raper (1939) demostro en el caso de la asociacion entre diversas bacte~
rias y Dictyostelium discoldeum, nueva especie de Acrasial descubierta por ese autor. En su
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A fin de estudiar las relaciones entre fructificacion y reaccion del
medio, preparé primeramente una serie de’ placas con agar-sintético
(AS), que ajusté a valores de Ph, comprendidos entre 4 y 8. .

Hice las siembras tomando trozos pequefios, aproximadamente
iguales, de una misma colonia (L/61, agar-sintético).

El resultado a los 30 dias (20°), fué el siguiente (véase también
fotos 14, 15 y 16):

Ph 4 ] 6 7 8

FRUCTIFICACION O 0 + ++ oM™

No corren, por tanto, completamente paralelos los efectos del Ph en
el crecimiento del mieelio y en la fructificacién del mismo.

Pero lo més notable es, desde luego, la contradiccion aparente entre
estos resultados y los primeramente obtenidos. El agar-sintético sin
ajustar de las primgras experiencias, tenfa un Ph == 6,5, es decir, una
reaceién que estd dentro de los limites que en esta experiencia se han
mostrado como aptos para la fructificacion. 4Como entonces no fructifi-
caron los primeros cultivos de la colonia L/61?

Para resolver esta cuestién, que se presentaba con resultados tan
desconcertantes, empecé por disponer una nueva experiencia con un
medio sintético; pero con el fin de evitar un cambio en la reaccién del
agar durante el crecimiento de la colonia y poder de este modo pun-
tualizar con més exactitud la influencia del Ph en la fructificacion,
empleé uno fuertemente amortiguado con una mezcla de fosfatos (I).

El medio distribuido én placa Petri, fué ajustado a valores de Ph,
comprendidos entre 3 y 9; los trozos semijrados pertenecian a la primi-
tiva colonia procedente de la espora L/61, que seguia sin fructificar.

Los resultados coincidieron con los de la experiencia anterior. Sélo
las colonias desarrolladas a Ph 6 y 7 fructificaron, y este iiltimo valor
fué también el 6ptimo. No es necesario, por tanto, el extracto de malta,

notable trabajo demuestra cdmo las bacterias que sirven de alimento al hongo, pueden vivir
en medio peptonado sin necesidad de un hidrato de carbono fermentescible; pero, en este caso,
el hongo no fructifica, e incluso se desarrolla muy poco. Si el hidrato de carbono es fermentes-
cible, entonces la asociacién bacteria-hongo es ptima y éste fructifica. La causa de esto radica
en que las bacterias, en su metabolismo, originan una acumulacion de amoniaco en el medio,
procedente de la peptona. La alcalinidad resultante es toxica para el hongo; pero si el carbohi-
drato es fermentescible, el medio queda neutro o ligeramente Acido al neutralizarse el amoniaco
con los productos acidos de la fermentacién del aziicar.

(*) Es de advertir que en ese momento la colonia tenia un desarrollo muy parecido a la
de Ph—==6. La misma colonia (Ph=8) llegd a tener, con el tiempo, algunas fructificaciones rudi-
mentarias, siempre en mimero menor que las placas con Ph 6, aun a igualdad en el desarrollo
de la colonia. .

(1) El mismo que se ha indicado al estudiar el crecimiento del micelio.



368 ANALES DEL JARDIN BOTANICO DE MADRID

ni tampoco la asociacion bacteriana para que el hongo fructifique (1).

Mientras realizaba estas experiencias, recordé un detalle hasta
entonces inadvertido y que podia ser la clave de la contradiccién apa-
rente entre los primeros resultados y estos Gltimos. jEl medio empleado
€N uno y otro caso no era exactamente el mismo!

En los primeros ensayos me habia servido de tubos sobrantes de
una experiencia realizada con otro hongo. Estos tubos estaban prepa-
rados con agar de la marca Merck, que era el que utilizaba primera-
mente; luego, al irse agotando las reservas de este agar, empecé a usar
uno fabricado en Espaifia por la casa «Ibyss,

Se imponia, por tanto, la siguiente experiencia: trozos de una
misma colonia (sub-cultivos de la primitiva L/61) fueron sembrados en
placas Petri con agar-sintético, empleando para ello agar de la firma
Merck. Estas placas fueron ajustadas a los Ph: 4, 5, 6,7, 8 y 9. También
preparé otra placa con el mismo medio, sin ajustar (Ph=6), al que
afiadi una pequefiisima cantidad de extracto de malta.

El resultado, a los veinticinco dias, confirmaba mis sospechas: nin-
guna de las colonias habia fructificado (2), a excepcion de la que
llevaba la pequefia porcién de extracto de malta (foto 17).

4. Influencia de un Actinomyces en la fructificacién.—Estudiando
un problema distinto del que ahora me ocupa, me llamé la atencién el
escaso desarrollo de una de las placas sembradas (3). Después de algun
tiempo, esta placa aparecié invadida por colonias de un Actinomyces.

Con tal motivo probé la accién inhibidora de ese Actinomyces, frente
a una serie’ de hongos que tenia en cultivo (4), y entre ellos probé
L. Cavanillestt.

El medio del cultivo fué (AS) (agar Merck) con un Ph aproximada-
mente = 6. En una de las placas sembré en el centro micelio de L. Cava-
nillesit (sub-cultivo de L/61), y a unos 50 mm. de este punto, sembré
el Actinomyces. Al objeto de que sirviera de testigo, en otra placa an4-
loga sembré \inicamente micelio de Leptosphaeria.

El resultado, a los dieciocho dias (20°), fué el que puede verse en la
foto 20.

En la regién de la colonia, situada frente al Actinomyces, no hubo
crecimiento. Pero la accién del Actinomyces sobre la colonia de Leptos-

.

(1) De todos modos, las fructificaciones asi obtenidas se revelaron al microscopio como
estériles, en muchos casos, y las demds tenian ascas en niunero mucho menor que las que se
desarrollaron en agar-extracto de malta.

{2) Las placas con Ph==6 y Ph =1, las conservé, y al cabo de tres meses seguian sin
fructificar. .

(3) Los cultivos en cuestion, eran de una Cucurbitaria hallada sobre Ononis tridentata.

(4) Los resultados obtenidos, quizas sean objeto de otra publicacién. Aqui sdlo adelantareé,
a titulo de curiosidad, que s6lo dejé de manifestarse el antagonismo frente a un Verticillium y
a un Penicillium.
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phaeria se manifesté también de otro modo inesperado: provocando la
fructificacién del hongo.

La placa testigo (foto 21) tenia un contorno circular y, de acuerdo
con lo que era de esperar, por la experiencia que poseia del caso, no
habia fructificado. A los dos meses de edad, continuaba sin fructificar
y di por terminada la experiencia. Los corpisculos que se apreciaban
en ella (de tamafio mucho mayor que el que tendrian las fructificacio-
nes), no tenfan estructura parenquimdtica, ni consistencia de esclero-
cios; eran simples glomérulos de clamidosporas, que recordaban los
hallades por Killian (1928) en Diplocadium minus.
¢ Esta prueba la he repetido varias veces (véase también la foto 18) y
siempre con el mismo resultado. En alguna de estas experiencias, he
medido el valor del Ph del agar en la region situada entre la colonia del
Actinomyces y la de Leptosphaeria, asi como en otros lugares. El Ph
resulté, aproximadamente (1) el mismo, en los distintos puntos de la
placa. Posteriormente hice los ensayos de cultivo con diferentes valores
de Ph, que terminaron de demostrarme cémo el éfecto del Actinomyces,
en la fructificacion del hongo, no es simple consecuencia de una altera-
cién del valor del Ph por metabolismo de aquél. :

En los fenémenos de antagonismos microbianos se distinguen varias
categorias, por lo que se refiere al modo de actuar. En algunos casos es
necesaria la presencia del organismo antagénico; en otros producen el
mismo efecto sus filtrados. Para comprobar este extremo, preparé una
placa con agar-sintético, y sembré en su centro micelio de L. Cavani-
llesit. Al mismo tiempo, en un Erlenmeyer que contenia el mismo
liquido nutritivo empleado en la preparacién del agar, coloqué un trozo
de colonia del Actinomyces.

A los quince dias pasé el liquido de metabolismo de este Actinomyces
por un filtro de amianto y coloqué unas gotas del filtrado en una exca-
vaciéon hecha en el agar con el asa de platino, junto al borde de la
colonia de Leptosphaeria.

Al dia siguiente de colocar las gotas, ya se empezaron a manifestar
los efectos; pues el micelio, situado en las proximidades, comenzé a ele-
varse, cosa que he comprobado en todos los casos al colocar el Actino-
myces frente a la colonia de L. Cavanillesis.

A los cinco dias se podian apreciar claramente numerosas fructifica-
ciones en el borde de la colonia, frente al que habia colocad% el filtrado
(foto 19) (2).

(1) También, en esta determinacion, me servi de los papeles indicadores Merck.

(2) Como se estropeara una primera foto obtenida de este cultivo, a los pocos dias hice
esta segunda, en la que, si bien puede verse el resultado de la experiencia, queda deslucida
por las numerosas huellas producidas al extirpar colonias de mohos, de que se contamino, al
abrir la placa con ocasién de la primera foto.

21
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El estudio microscdpico revelé otro curioso efecto del Actinomyces
en las fructificaciones del hongo que me ocupa. Las fructificaciones
provocadas por el Actinomyces, poseen un ostiolo alargado, a modo de
cuello o sifén (foto 11), bien distinto del ostiolo papilar de las obtenidas
en los demés casos. Por lo demds, tales fructificaciones no sélo son
fértiles, sino que desarrollan tantas ascas como puedan hacerlo las cre-
cidas en extracto de malta; también, por lo comin, tienen varios
ostiolos.

5. Experiencias con cultivos monospdricos y polisporicos.—Técnica: En
otra parte de este trabajo, he explicado la técnica seguida, en algunos casos;'
para mis aislamientos monosporicos. Aqui referiré, uinicamente, alguna modi-
ficacién introducida cuando se trata de aislar esporas de un Ascomiceto.

En los primeros ensayos, chafada simplemente una periteca en una gota
de agua sobre un cubre, y de la suspension asi obtenida, trataba de aislar las
esporas. Pronto adverti lo dificil que resulta capturar esporas cuande nadan
en una capa de agua de relativo espesor, asi como la dificultad de seguir rigu-
rosamente, con el microscopio, la marcha de la misma, por la convexidad de la
gota de agua, Ademads, si para capturarlas con mas faciiidad se llevan con la
aguja al borde de la gota, tras de ser dificil de sortear el inconveniente que
para ello se deriva de la tensién superficial, se corre el peligro de que la espo-
ra quede pegada a la parte seca del cubre, y en ese caso, al tocarla con el
extremo de la microaguja, suele resultar lastimada.

Las mejores condiciones para la captura, las consegui procediendo como
sigue:

Una vez preparadas las gotas de agar sobre los cubres, como de costumbre
se procede a chafar una fructificacién en otro cubre con una gota de agua,
todo, naturalmente, con las debidas precauciones (1). Esta suspensién de espo-
ras, vuelta hacia arriba, se aproxima a una gota de agar hasta poner las dos
gotas en contacto; separadas luego las gotas, habrin quedado algunas ascas
y esporas, junto con cierta cantidad de agua sobre la superficie del agar.
Conviene, por lo tanto, dejar el cubre con agar sobre un anillo de vidrio, den-
tro de una caja Petri seca, hasta que el exceso de agua se haya evaporado.
Quedan asi las esporas colocadas sobre la superficie himeda y resbaladiza
del agar, y en estas condiciones su captura, con la aguja, es empresa facil.

Resultados obtenidos: Sirviéndome de la técnica que acabo de
explicar, he hecho cerca de 70 siembras; unas veces han sido éstas
monospdricas, otras veces sembré ascas completas.

Tanto en uno como en otro caso, las colonias resultantes produjeron
fructificaciones si las condiciones del medio eran adecuadas, de acuerdo
con lo expuesto anteriormente. A una misma edad, las colonias polispé-

(1) En el caso de L. Cavanillesii, por tratarse de cultivos puros, no fué necesario desinfec-
tar la fructificacion.
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ricas fueron algo mayores que las monospdéricas. También fructificaron
siempre aquéllas algunos dias antes que éstas, en igualdad de las
demaés condiciones.

L. Cavanillesti es, por lo tanto, una especie homotalica.

¢c) Comentario.

Entre las particularidades reveladas en estos cultivos, interesa, ante
todo, hacer resaltar: el cardcter homotdlico, la existencia de un factor
(o tactores) especifico de la fructificacién y una cierta dependencia entre
el comienzo de ésta y el tamaiio de la colonia.

Las repetidas experiencias de cultivo monospdrico (realizadas con
més de 30 esporas) y en algiin caso, con el de L/61, seguidas durante
tres generaciones, no dejan lugar a dudas respecto a la homotalia de la
especie. Con todo, el comportamiento de las colonias monospéricas y el
de las polispéricas no es exactamente el mismo.

La diferencia de didmetros en las colonias de la misma edad es per-
fectamente explicable, teniendo en cuenta que en un caso proceden de
las cuatro células de una espora, y en el otro, de las 32 células que
suman entre las ocho esporas de un asca.

Lo que ya se presta a diversas interpretaciones es el hecho de la
mayor precocidad de la fructificacidén en las colonias polispéricas. No
es, por lo tanto, nacesaria una determinada edad de la hifa para que en
ella se despierte la actividad carpogénica. La capacidad del todo es
aqui mayor que la suma de las capacidades de las partes y, en igual-
dad de las demds condiciones, no se comportan del mismo modo a este
respecto ocho colonias, monospdricas, cada una de masa e, que una
colonia polispdrica de masa = 8 e.

Parece como si fuese necesaria la existencia de una cierta masa
miceliar, que, segun los datos arriba detallados, corresponderia a una
colonia de unos 25 mm. de didmetro. Esta masa se alcanza a 20° en la
mitad de tiempo que a 10-12°%, y tarda mé4s en alcanzarse partiendo de
una espora que si colaboran las ocho esporas de un asca.

Todo esto puede interpretarse admitiendo la produccion por la hifas,
de una substancia especifica u hormona, de la que seria necesaria una
cierta cantidad en el medio de cultivo para que se inicie y prosiga la
fructificacién. La cantidad sintetizada estari en razén directa de la
masa miceliar que colabora en ello.

Este comportamiento guarda semejanza con lo observado por otros
investigadores en cultivos monospéricos de ciertas cepas de especies
heterotdlicas, que les llevé en algin caso, segin dije m#s arriba, a
poner en duda el cardcter hibrido de los ascomas producidos en combi-
naciones binarias de micelios monospoéricos, desarrollando la teoria
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horménica de la formacion de las peritecas en los Ascomicetos
(Moreau, 1937). .

Es oportuno advertir que tales diferencias, encontradas por mi
entre micelios monospéricos y polisporicos, se refieren a colonias culti-
vadas en extracto de malta; no existe, por lo tanto, en este medio la
substancia especifica a que me refiero, o por lo menos no estd en canti-
dad suficiente.

Aparte del factor cuya capacidad de sintesis por parte del micelio
parece desprenderse de mis experiencias, segtin llevo comentado, estas
mismus experiencias han revelado la existencia de otro u otros factores
presentes en el extracto de malta, asi como en el agar «Ibys» y en el
liquido de metabolismo de un Actinomyces, aislado en el curso de estos
trabajos.

Adviértase como la fructificaciéon provocada por la presencia del
Actinomyces podria interpretarse, de acnerdo con las ideas cldsicas,
como determinada por la detencion brusca del crecimiento; pero no es
este el caso, ya que si el Actinomyces inhibe el crecimiento del micelio,
el extracto de malta (basta, como ya he indicado, una minima cantidad
de tal producto) la favorece. ,

La accién del ‘Acttnomyces es, por lo tanto, doble; por un lado,
desarrolla una actividad antagdnica (no sélo frente a L. Cavanillests,
sino frente a la mayoria de las especies que llevo ensayadas); por otro,
sintetiza en su metabolismo un factor que provoca la fructificacién de
esta Leplosphaeria, aunque no la de otros hongos experimentados con
este objeto. El efecto morfogénico provocado en L. Cavanillesii, por
este Aclinomyces, constituye un nuevo ejemplo entre los ya conocidos
de accién telemérfica de unos microorganismos sobre otros.

De todos modos, de los datos bibliogrificos a mi alcance, resulta ser
esta la primera vez en que se registra un caso de fructificacién, debida
a un estimulo producido por un Actinomiceto.

Ain cabe sefialar otra particularidad de la accion del Actinomyces
sobre esta Leptosphaeria; me refiero al cardcter rostrado de las fruectifi-
caciones asi'obtenidas, que contrasta con el aspecto papilar del ostiolo
en las formadas en agar-extracto de malta. Al contemplar fructificacio-
nes de estas dos clases (fotos 11 y 12), més de un e«sisteméitico» que
desconociera su comin origen, las consideraria, no ya de especies, sino
de géneros distintos. Este caso es parecido al que refiere Servazzi (1938).

En la bibliografia se encuentran referencias de la accién estimulante
del agar en algunos casos (Bortels, 1939; Robbins, 193%9a y 1939).

De mis experiencias se deduce la existencia de uno o varios factores
en el agar «Ibyss, que faltan en el agar de la firma Merck.

El proceso del desarrollo de la fructificacion, segun ha referido, es
complejo, y es posible que alguna o algunas de sus fases requieran,
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para su realizacién, un factor especifico que no intervenga en las
demds. De este modo podria explicarse la formacién de fructificaciones
m4s o menos estériles en el agar «Ibyss (cuando este producto es el
tinico que suministra principios activos al medio, suponiendo que en él
falta, o est4 en cantidad sub-6ptima, alguno de los factores necesarios,
presentes, en cambio, en el extracto de malta o en el liquido de meta-
bolismo del Actinomyces.

Otra. conclusién que cabe sacar de mis expenenmas es que entre los
factores contenidos en el extracto de malta, a que me acabo de referir,
la vitamina B, no es el inico que interviene en la fructificacion. De los
ensayos realizados con tal objeto, parece desprenderse la falta absoluta
de intervenciéon de la aneurina como factor en la reproduccién del
hongo; pero hay que guardar ciertas reservas en relacién con esto, ya
que algunas de las exigencias de esta clase de comprobaclones no han
podido ser satisfechas en mis experiencias.

Holz (1937), demostré la intervencién de la luz en la localizacién del
ostiolo y obtuvo peritecas de Venturia tnaequalis (CKe.) Wint. con
varios ostiolos en los cultivos mantenidos a la oscuridad. Pero e} caso
es que las fructificaciones de mis cultivos de Leptosphaeria han presen-
tado esta anormalidad, tanto en los que permanecieron a la oscuridad
como en los iluminados.

8. Posicién sistemdtica.—El hongo estudiado pertenece, dentro del
género Leptosphaeria, al grupo de los que tienen esporas pequefias. A
mi parecer entra dentro del circulo de especies afines a L. Coniothy-
rium Sacc.; el exosporio punteado, por otra parte, presta a la especie
una caracteristica bastante singular dentro del género. Esto es lo que
puede dar de si el examen esporolégico.

Por la estructura de sus fructificaciones pudiera conmderarse (sobre
todo si se examinan ascomas en un estado algo avanzado de sn desarro-
llo) como una forma de las méis diferenciadas dentro de los Psendosfe-
ridceos (estado niim. 4, o combinacién de los niimeros 4 y 3 de Petrak).
Pero en realidad se trata de un tipo de estructura que considero nuevo.

Del mismo modo que «paréfisos verdaderos» y «fibras parafisoides
intertecales», son formaciones andlogas, pero de significacién muy
diferente, asi considero yo también las «fibras secundarias», nacidas en
el centro sub-ostiolar como formaciones andlogas & las anteriormente
citadas, pero fundamentalmente distintas de ellas.

En los esquemas signientes trato de expresar esto. En uno de ellos
represento los primeros estados del desarrollo de la fructificacién en
L. Cavanillesii.

En el otro estdn reproducidas, esqueméticamente, las estructuras de
dos Pseudosferidiceos, asf como la de L. Cavanillesit (las dos primeras
figuras estdn inspiradas en las originales de Theissen y Arnaud, que se
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refieren, respectivamente, a Pyrenophora trichostoma y a Pl. herba-
rum).

:} formacidn rri maria (u\:rom a)

.._,-““-’“‘} formacion secundaria

L.C. (c

LC.(

En los Pseudosferidceos superiores las fibras parafisoides interteca-
les, por muy parecidas que sean a los verdaderos parafisos, son porcio-
nes del estroma medular primarto y, por tanto, homdélogas a las células
del estroma intertecal de los Dothiordceos. Las fibras del concepticulo
de L. Cavanillesit tiene su extremo superior soldado a la corteza de la
fructificacién como las fibras parafisoides, pero difieren de éstas por no
proceder de la transformaciéon del estroma medular; representan una
formacion nueva independiente del estroma, y en esto ultimo, coinciden
con los verdaderos parafisos y, como ellos, también tienen un extremo
libre (sin conexién con el estroma cortical). Pero en los «verdaderos
parafisos», el extremo libre es el superior (extremo «oral»), mientras
que en las fibras secundarias de L. Cavanillesit es el inferior (extremo
«aboral») el que estd desconectado del estroma cortical.

Conviene hacer resaltar que se trata de un tipo de estructura que no
encaja entre los Esferiales, ni entre los Pseudosferiales, ni puede, en
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modo alguno, considerarse como intermedio entre estos dos grupos.
Hasta tanto no se conozcan mejor los Psendosferiales, no puede deci-
dirse nada; pero es muy posible que una revisién de las formas incluidas
entre los Pseudosferiales, simplemente por tener fibras soldadas por su
extremo superior, pueda dar lugar al descubrimiento de nuevos casos de
ontogenia, andloga a la de L. Cavanillesii, que habria de reunir en un
nuevo grupo despejado de los cldsicos Pirenomicetos. '

« No me ha sido posible identificar la especie con ninguna de las
numerosas del género descritas hasta ahora, y la considero como nueva,
a la que nombro L. Cavanillesit, en el afio del segundo centenario del
nacimiento del insigne botdanico.

SuMmary:

1. From a branch of Lavandula sp. gathered in Barbufiales
(Huesca) a species of Leptosphaeria has been isolated, the characteris-
tics of which are fully described in this paper.

2. The fruit body formation begins by the division of an
hyphal cell.

In the central region of young primordia there are some multinu-
cleate cells of greater size than the other. Those cells, in which is noti-
ced more or less clearly an spiral arrangement, must be considered as
elements of a reduced ascogon.

3. In the older primordia are to be distinguished both a cortical
and a medullar region, in which the parenchymatous tissue begins to
suffer an histolytical degeneration. In a spot of the cortical region, a
meristem point is developed («Subostiolar centres). The situation of
this point determines the further position of the ostiole.

4. The «nucleus» of the fruit body owes its origin to a secundary
tissue produced by the «subostiolar center» and constituted by fibres
that in their growth finish in occupying the whole central region of the
fruit body after having repelled and desplaced to the basis the remain-
des of the medullar parenchymatic primar tissue. These fibres appear
from the beginning individualised and with no connection to the cortex
of the base.

Later on the «subostiolar centre» crowd towards the exterior some
other fibres which elevate the cortical layers and determine the forma-
tion of the ostiole.

5. The asci are not produced in typical ascogenous hiphae.

6. The systematic position of this fungus is discussed. Like in the
«ascolocular» Pseudosphaeriaceen, the «interthecal» fibres in this fungus
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are attached above with the cortical layers, but between both kind of
fibres there are merely an analogy. The interthecal paraphisoid fibres
of the Pseudosphaeriaceen represent portions of primary medullar
stroma more or less transformed; whereas the «nucleus» fibres of
L. Cavanillesii are of secundary origine.

7. Some researches concerning the conditions of germination, my-
celium growthen and fruit body formation were performed.

8. The Pk values for fruit body formation are comprised in the
range 6-8.

9. Malt-extract, agar of the firm «Ibyss, and metabolism liquid
from an Actinomyces sp. contain a factor (or factors) which promote
fruit body formation in L. Cavantllesti.

10. The results obtained allow also to assume the existence of
another factor sintetized by the mycelium of L. Cavanillest?, a certain
quantity of which is necessary to promote fruit body formation.

11. Actinomyces sp. acts further inhibiting miceliar growth of
L. Cavanillestt and promoting the elongation of the fruit body ostiole.

12. Monospore cultures have revealed homothallism in L. Cave-
nillesii.
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EXPLICACION DE FIGURAS Y FOTOS (1)

Fiaura L.*—Hifas del estrato medio.

Ficura 2.*—Primeros estados del desarrollo de una fructificacion.

Fiouras 3.* y 4.*—Dos fructificaciones en un estado algo mas avanzado que
en la figura 2.*, con células ascogoniales en el centro.

Figura 5.*—Fructificacién joven en que se inicia la formacién de la cavidad
central; en la misma figura se ven tres hifas ascégenas,

Figuras 6.*a, 6.* b y 6.* c.—Ascas en proceso de formacién.

Fiauras T.*a y 7.* b. — Ascas jovenes en su fase de alargamiento.

F16URA 7.* ¢.—Relaciones entre ascas jovenes y base de fibras secundarias.

Ficura 1.* d.—Célula ensanchada en la base de una fibra secundaria.

Fiaura 8.*—Ascas jovenes, cuyo contenido comienza a segmentarse en ocho
esporas binucleadas.

" F1GURAS 9.* a-f.—Esporas en sucesivos estados de desarrollo; g y A: esporas
maduras.

Fiaura 10.—Detalle de la regién cortical de una fructificacién con dos centros
subostiolares de reciente formacién.

Fiaura 11.—Uno de los conceptaculos de una fructificacién doble. Las células
crecidas por encima del centro subostiolar, en su alargamiento,
han elevado y roto la capa de células corticales que constituird la
pared del ostiolo.

Ficura 12.—Seccién de una fructificacién joven con centros subostiolares en
dos polos opuestos. .

Ficura 13.—Seccién de una fructificaciéon joven segin un plano que pasa por
el borde de un centro subostiolar. Los elementos sueltos de la
parte inferior gon fibras secundarias, procedentes de otro centro,
cortadas de traveés.

Foro 1.—Estratificacion del micelio.

Foro 2.—Colonias de L. Cavanillesis J. Urr., en agar-extracto de malta. Las
dos de la izquierda crecieron en la oscuridad; las dos de la derecha,
estuvieron constantemente iluminadas. Edad: 20 dias. Tempera-
tura: 20°

Foro 8.—Fructificacién muy joven. La formacién secundaria, originada por
el centro subostiolar, comienza su crecimiento, y desplaza al
estroma primario de la regién medular del primordio.

Foro 4. - Un estado ansdlogo al anterior. ’

Foro 5.—Seccién de una fructificacién joven con tres sistemas de fibras. En la
base de dos de estos sistemas se aprecia la dislocacién de los

(1) Dibujos de la Srta. Millan., Microfotos: Antonio Rodriguez, de este Jardin Botanico.
Las microfotos fueron obtenidas en 1a Estacién de Patologia Vegetal; agradezco al Director
de ese Centro, Ingeniero Agronomo D. Miguel Benlloch, las facilidades que me di6 para ello.
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elementos del estroma primario producida por la presién de las
fibras secundarias en su avance centripeto.

Foro 6.—Fructificacion con dos conceptaculos. En el superior, algo mas atra-
sado en su desarrollo, no han aparecido atn las ascas; sin embargo,
las fibvas secundarias son ya delgadas.

Foros 7, 8 y 10.—Fructificaciones jovenes con dos concepticulos en cada una.
En la fructificacién de Ia foto 8 se aprecia, en su polo inferior, un
centro subostiolar de reciente aparicidn.,

Foro 9. - Fructificacion joven con tres conceptacuios.

Foro 11. - Fructificacion de L. Cavanillesii crecida (medio A. S.) frente a un
Actinomyces sp.

Foro 12. - Fructiticacion de L. Cavanillesst crecida en agar-extracto de
malta.

Foro 13.—Fructificaclén madura. Secciéon meridiana. Las fibras que tapizan
el ostiolo semejan auténticos perifisos.

Foro 14.— Ph = 6. (Agar Ibys). Medio: A. S. Temperatura: 20°. Colonia de
40 dias. Escasas fructificaciones en el centro de la colonia.

Foro 15.—Ph=1. (Agar lbys). Medio: A. S. Temperatura: 20°. Colonia de
30 dias. Abundantes fructificaciones en el centro y, sobre todo, &
cierta distancia de él, donde su acumulacién se revela en la foto
por una franja oscura.

Foro 16. - Ph=38. (Agar Ibys). Medio: A. S. Temperatura: 20°. Colonia de
60 dias. A cierta distancia del centro, a derecha e jzquierda, se
ven algunos esbuzos fructiferos que no terminaron su desarrollo.

Foro 17.—(Agar Merck). Medio: A. S., adicionado de una pequeiia cantidad
de extracto de malta. Temperatura: 20°. Edad: 20 dias. Abundan-
tes fructificaciones bien desarrolladas (puntos oscuros).

Foro 18.—Experiencia analoga a la reproducida en la foto 20. Las fructifica-
ciones acumuladas en el borde de la colonia, orientado frente al
Actinomyces, determinan su oscurecimiento.

Foro 19. En una grieta practicada en el agar (parte superior), junto al
borde de una colonia crecida en las mismas condiciones que las de
la foto 21, se colocaron algunas gotas del filtrado del liquido de
metahollsmo de Actinomyces sp. Notese la elevacidn y los pliegues
en la mitad superior de la colonia, donde se han desarroliado
numerosas fructificaciones.

Foro 20.—Colonias de L. Cavantllesti (en el centro) y de Actinomyces sp. (en
la porcion supero-izquierda). El hongo ha fructificado en el borde
de la colonia orientado frente al Aclinomyces. Este, ademais, ha
inhibido el desarrollo de aquél. (A. S., agar Merck). Ph = 6. Tem-
peratura: 20°, Edad de 20 dias

Foto 21.—Colonia de L. Cavanillesit sin Actinomyces. Las demas condiciones
son las mismas que en la foto anterior. Notese la falta de fructifica-
cion y el desarrollo circular de la colonia, (Las manchas son debidas
a defectos del vidrio de la cubierta de la placa).
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FOTOS 20-21




